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RESUMO

O diagnéstico da toxoplasmose congénita apresenta limitagdes sendo,
portanto, necessarias novas op¢des de exames. A andlise do liquido aminiético
pela PCR em tempo real ja se mostrou eficaz para confirmacéo da infecgéo fetal.
No entanto, o seu desempenho em outras amostras biolégicas ainda nao esta
claro. O objetivo deste estudo é avaliar a PCR em tempo real no sangue da mae
e do recém-nascido assim como no liquido amniético e placenta, no diagnéstico
da toxoplasmose congénita. Esse € um estudo descritivo de gestantes com
toxoplasmose acompanhadas no Rio de Janeiro, Brasil. Foi realizada PCR em
tempo real em amostras de sangue materno, liquido amniético, placenta e
sangue dos recém-nascidos e o exame histopatolégico das placentas. Também
foram coletados dados clinicos e laboratoriais dos recém-nascidos. Foram
acompanhadas 116 gestantes e analisadas 298 amostras. Uma (0,9%) gestante
apresentou PCR positiva no sangue, trés (3,5%) no liquido amniético, uma
(2,3%) na placenta e nenhum recém-nascido apresentou PCR positiva no
sangue. O estudo histopatoldgico foi sugestivo de infec¢do por toxoplasmose em
24 (49%) placentas. Seis (5,2%) recém-nascidos foram diagnosticados com
toxoplasmose congénita e apenas o0os casos com PCR positiva no liquido
amniotico tinham associacao do resultado da PCR com o diagnéstico de infeccéo
congénita. Tanto as amostras de sangue materno quanto as de sangue dos
recém-nascidos e placenta, ndo demonstraram ser promissoras no diagnostico
da toxoplasmose congénita. Novos estudos sdo necessarios para avaliar o real
papel do diagndstico molecular em outros materiais biolégicos que nao o liquido
amnidtico.

Palavras chaves: toxoplasmose congénita, PCR, diagnostico, sangue,
liguido amniadtico, placenta
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ABSTRACT

The diagnosis of congenital toxoplasmosis has limitations so new options
are needed. Real-time PCR analysis of amniotic fluid has proven effective for
confirming fetal infection. However, its performance in other biological samples
still needs to be determined. This study aims to evaluate the real-time PCR role
in the blood of the mother and newborn as well as in the amniotic fluid and
placenta, in congenital toxoplasmosis diagnosis. It is a descriptive study of
pregnant women with toxoplasmosis followed in Rio de Janeiro, Brazil. Real-time
PCR was performed on maternal blood, amniotic fluid, placenta, and newborn
blood samples. In addition, a histopathological examination of the placentas was
performed and data from the babies were collected. One hundred and sixteen
pregnant women were followed and 298 samples were analyzed. One (0.9%)
pregnant woman had positive PCR in the blood, three (3.5%) in the amniotic fluid,
one (2.3%) in the placenta, and any newborn had positive PCR in the blood. The
histopathological study suggested toxoplasmosis infection in 24 (49%) placentas.
Six (5.2%) newborns were diagnosed with congenital toxoplasmosis and only the
cases with positive PCR in amniotic fluid associated with the diagnosis of
congenital infection. Neither maternal nor newborn blood and placenta samples
have not shown promise in diagnosing congenital toxoplasmosis. Further studies
are needed to evaluate the fundamental role of molecular diagnostics in others
biological materials than amniotic fluid.

Keywords: congenital toxoplasmosis, PCR, diagnosis, blood, amniotic
fluid, placenta.
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INTRODUCAO

Apesar de ser considerada uma doenca infecciosa negligenciada, a
toxoplasmose acomete um terco da populacdo mundial. No Brasil, sua elevada
prevaléncia sugere alta exposicdo da populacdo ao seu agente infeccioso o

Toxoplasma gondii (T. gondii)?.

Quando a infec¢do ocorre na gestacao pode levar a ma formacao ou até
mesmo a perda fetal®. Entretanto, a grande maioria dos recém-nascidos sdo
assintomaticos podendo desenvolver alteracbes principalmente oculares ao

longo da vida®.

Apenas de 10 a 20% das gestantes infectadas s&o sintomaticas e mesmo
aquelas assintomaticas podem transmitir a doenca ao feto!. Ndo ha consenso
internacional quanto ao rastreio sorolégico da toxoplasmose durante o pré-natal
gue é recomendado no Brasil pelo Ministério da Saude!4. O tratamento, quando
empregado ainda durante a gestacdo reduz tanto a possibilidade de transmisséo

guanto a ocorréncia de sequelas graves no bebé>.

O rastreio da toxoplasmose durante o pré-natal é feito por meio de testes
sorolégicos e avidez de IgG, que apresentam limitacGes®’. Os testes
moleculares permitem maior agilidade e precisdo diagnéstica®. A alta
sensibilidade e especificidade da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

(gPCR) no liquido amniotico levou a inclusdo deste exame na rotina de

atendimento a gestantes com toxoplasmose em centros de referéncia®.

Outras amostras biolégicas como sangue, placenta, urina e liquido
cefalorraquidiano (LCR) também ja& foram avaliadas por meio dos testes

moleculares para averiguar sua contribuicdo no diagnostico da toxoplasmose
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congénita®. Entretanto, o desempenho desses outros exemplares biol6gicos

ainda é controverso®.

O objetivo deste estudo € compreender o papel da qPCR no sangue da
mae, do recém-nascido, no liquido amniético e na placenta, no diagndstico da

toxoplasmose congénita.
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JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose congénita é um problema grave de salde no Brasil®. A
soroprevaléncia da infeccdo em gravidas varia de 36 a 92% e suas taxas da

doenca no bebé é uma das mais elevadas no mundo?®.

Em 2020, o Ministério da Saude atualizou o protocolo de manejo da
toxoplasmose no pré-natal, no entanto ainda existem variagGes regionais*?°.
Apesar de ser uma doenca de notificacdo compulsoria desde 2018 e ter o
tratamento garantido pelo SUS, ainda ocorrem subnotificacdes, subdiagnésticos

e por consequéncia, desfechos desfavoraveis®*%12,

O diagnostico da toxoplasmose baseia-se na interpretacdo de exames
sorolégicos que apresentam algumas limitagdes'®. O advento dos testes
moleculares, permitiu novas possibilidades nesse contexto!4. A identificacdo do
DNA do parasita no liquido amnidtico pela qPCR ja faz parte da rotina de
atendimento a gestantes com toxoplasmose em servicos de exceléncia em todo
o mundo?®®, mas no Brasil, sua oferta restringe-se a centros de referéncia e polos

de pesquisa?®.

O diagndéstico pré-natal da toxoplasmose congénita auxilia na tomada de
decisdo da terapéutica mais adequada, reduzindo o uso desnecessario do
esquema que associa trés drogas e por consequéncia acarreta mais eventos
adversos®®. Além disso, essa detec¢do precoce da infeccéo, facilita o cuidado

pés-natal®.

O uso dos testes moleculares em outras amostras biolégicas para o
diagndstico da toxoplasmose congénita ainda é pouco explorado, e os dados

disponiveis até o momento, apresentam resultados controversos®?!’.
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Com isso, diante da importancia da doenca no Brasil, as limitagOes
inerentes aos testes sorologicos, as contribuicdes observadas com o uso dos
testes moleculares e as controvérsias encontradas sobre seu desempenho em
diversos materiais bioldgicos que ndo o liquido amnidtico é que se faz necessario

estudar o real papel da gPCR no diagnéstico da toxoplasmose congénita.
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OBJETIVOS

1. Objetivo geral

- Avaliar a qPCR no sangue da mae, do recém-nascido, no liquido

amnidtico e na placenta, no diagndstico da toxoplasmose congénita.

2. Objetivos especificos

- Descrever a positividade da gPCR no sangue periférico, liquido

amnidtico e placenta da gestante.

- Comparar a positividade da gPCR na placenta com sua analise

histopatologica.

- Descrever a positividade da qPCR no sangue periférico dos recém-

nascidos.

- Avaliar alteracbes nos recém-nascidos a partir da analise da gPCR

nessas amostras bioldgicas.
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REFERENCIAL TEORICO
1. Histérico

O agente causador da toxoplasmose hoje denominado T. gondii, quando
identificado pela primeira vez em animais silvestres foi considerado um parasito
do género Leishmania?. Em 1908 foi observado pela primeira vez por dois
pesquisadores franceses Nicolle e Mancaeux na Tunisia e no Brasil por
Splendore. Posteriormente foi nomeado como T. gondii por Nicolle e Mancaeux

em 19092.

A toxoplasmose congénita provavelmente foi reconhecida pela primeira
vez no Brasil em 1927 por Carlos Bastos Magarinos Torres que identificou em
autopsia de uma menina de dois anos no Rio de Janeiro o protozoario em tecidos
como sistema nervoso central, cardiaco, musculoesquelético e subcutaneo?. Na
época, Torres denominou o parasita como Encephalitozoon chagasi,
posteriormente, em analise retrospectiva, pela descricdo das lesdes e morfologia

do parasita, compreendeu se tratar do T. gondii?.

O primeiro relato comprovado de toxoplasmose congénita foi descrito por
Wolf, Cowen e Page (1939) no Estados Unidos*®. Em 1942, Sabin reuniu todo
conhecimento adquirido sobre toxoplasmose congénita e propds sinais e
sintomas tipicos da doenca: hidrocefalia ou microcefalia, calcificacdo
intracerebral e retinocoroidite!®. Esses sinais passaram a auxiliar o diagnéstico
da toxoplasmose congénita'®. Apds revisar os varios relatos de toxoplasmose
em humanos no mundo, Guimardes em 1943 descreveu 0 primeiro caso
confirmado de toxoplasmose congénita no Brasil em menina de 14 meses de

vida com alteracGes cerebrais e oculares?.
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Embora o T. gondii tenha uma distribuicdo mundial e talvez seja o parasita
com a maior variedade de hospedeiros, ha apenas uma espécie (gondii), no

género Toxoplasma?s,

Seu ciclo evolutivo s6 foi elucidado em 1970, quando se descobriu que 0s
felideos sdo seus hospedeiros definitivos e que o oocisto é sua forma de
resisténcia no meio ambiente, eliminado nas fezes dos gatos infectados com o

T. gondii®.

O T. gondii é um dos parasitas mais bem estudados devido a sua
importancia meédica e veterinaria, e a sua adequagao como modelo para biologia

celular e estudos moleculares com um organismo unicelular?s,
2. O parasita

O T. gondii € o agente causador da toxoplasmose, protozoario intracelular
obrigatorio, que pertence ao filo Apicomplexa, subclasse coccidial®. Apresenta-
se em trés formas evolutivas distintas: oocisto, taquizoita e cisto contendo

bradizoitas?’®.

O oocisto, resultado da replicacdo do T. gondii no intestino deste que €&
seu hospedeiro definitivo, é eliminado nas fezes dos felinos e representa sua
forma de resisténcia?®. Sua eliminacdo ocorre por sete a 21 dias e apoés a
esporulacdo ele se torna infectivo'®. Os oocistos séo altamente resistentes as
influéncias ambientais, como o congelamento e ndo sdo Mortos por processos
fisicos e quimicos usualmente utilizados para o tratamento da agua, como a

cloracdo, ozonioterapia e radiacdo ultravioleta?!.

O taquizoita caracteriza-se por ser a forma de multiplicacdo mais rapida

do parasita®. Esta relacionado a fase mais inflamatéria da infeccéo'®. Ele tem o
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poder de infectar o nucleo celular, promover sua ruptura e invadir as células
vizinhas®®. Com isso, dissemina-se pela corrente sanguinea e infecta outros
tecidos como sistema nervoso central, ocular, musculoesquelético e placenta®®.
O taquizoita estd associado a doencga congénita, pois ultrapassa a barreira

transplacentaria, ocasionando a infeccéo fetal'®.

O cisto é formado por uma pressao decorrente do sistema imune do
hospedeiro infectado®. Representa a forma de transmissdo da infeccéo pelo
hospedeiro intermediéario e de aquisicao da infeccao pelo hospedeiro definitivo e
corresponde a fase cronica da infeccdo®®. Contém formas do parasito
denominadas bradizoitas que se caracterizam por sua replicacdo lenta?. Os
cistos podem conter de centenas a milhares de bradizoitas e ficam alojados em
tecidos como sistema nervoso central, muscular e ocular?®°. Na toxoplasmose
ocular e em situacdes de imunodeficiéncia, os cistos podem romper-se e eliminar
os bradizoitas que entdo assumem a forma de taquizoitas com reativacdo ou
recrudescéncia da infeccdo®. Os cistos teciduais sdo os responsaveis pela
transmissdo da toxoplasmose pelo consumo de carnes mal cozidas de

mamiferos e aves?2.

A diversidade genética do T. gondii desempenha importante papel na sua
fisiopatogenia?®. Os primeiros estudos de genotipagem realizados na Franca e
Estados Unidos demonstraram uma estrutura populacional, com trés linhagens
clonais principais denominadas tipo I, Il e 1114, Novas variacGes genéticas foram
sendo descritas em outros continentes?®. Essas novas cepas foram designadas
como genotipos atipicos, exoticos, recombinantes ou ndo-atipicos?3. A andalise

multilocus pela PCR de 10 marcadores genéticos em 1457 isolados do T. gondii
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distribuidos no mundo revelou 189 gendtipos diferentes que séo exibidos no

ToxoDB2,

Entre as linhagens principais os gendétipos tipos | e Ill sdo os mais
prevalentes nas Américas e o genétipo tipo Il na Europa?*. O gendtipo tipo Il é o
mais prevalente entre pacientes com AIDS, na toxoplasmose congénita e na
toxoplasmose ocular®®. Ja os gendtipos atipicos sdo mais comuns entre os
individuos imunocompetentes?®. O gendtipo | esta associado a maior letalidade

da doenca, enquanto os gendtipos Il e Il sdo menos virulentos?3.

Além disso, entre 0os genotipos descritos pela nova nomenclatura e
exibidos em ToxoDB (#1 - #231), o genotipo #65 é o mais prevalente na
toxoplasmose ocular e pacientes com AIDS, e 0s genotipos #11 e #9 sao mais
prevalentes na forma congénita e outras condicbes da doenca,

respectivamente?.

A diversidade genética do T. gondii nas Ameéricas acentua-se no Norte e
Sul, ao contrario do observado na Africa e Asia®. Essas variacBes genéticas
justificariam a possibilidade de quadros de reinfeccéo, principalmente no caso
de uma nova infeccdo por cepa mais virulenta que a exposta previamente,
explicando a capacidade de enganar a resposta imune desse hospedeiro ja

exposto ao parasita®.

3. Transmissao

O felino é o Unico animal que alberga a fase sexuada do ciclo evolutivo do
T. gondii e portanto, é o Unico hospedeiro definitivo?. Ele elimina pelas fezes o
0ocisto, que contamina a 4gua e o solo?2. Um gato pode eliminar até 10 milhdes

de oocistos por dia em um periodo que varia de 7 a 20 dias durante uma vez na
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sua vida???*, Estes oocistos sdo eliminados ainda imaturos, mas em condicdes
apropriadas esporulam em até cinco dias tornando-se infectantes??. Os oocistos
maduros contém quatro esporozoitos e, em condigcbes ambientais favoraveis,
podem permanecer viaveis no solo por até 18 meses!®. Assim como os
hospedeiros intermediérios, o felino também precisa se contaminar com o T.
gondii para poder elimina-lo!®. Essa contaminagdo ocorre geralmente pelo
consumo de cistos teciduais por meio de canibalismo, habito de felinos silvestres

e gatos de rua?.

Animais homeotérmicos, como aves e mamiferos, sdo os hospedeiros
intermediarios, que séo infectados pela ingestdo de agua, vegetais, carnes e
frutas contaminados?*. Além da fase aguda da toxoplasmose desencadeada
pelos taquizoitas, os hospedeiros intermediarios podem evoluir para fase latente
com a formacé&o de cistos teciduais que se alojardo nos tecidos como o sistema

nervoso central, ocular e muscular?®.

O ser humano, hospedeiro intermediario, pode infectar-se tanto com o
oocisto pelo consumo de agua, vegetais e frutas contaminados, quanto por
habitos carnivoros, pelo consumo de carnes mal cozidas contendo cistos
teciduais!®. Além disso, em caso de infeccdo durante a gestacdo ha a passagem

de taquizoitas pela placenta causando a infeccdo congénita'®.

Menos comumente ocorre a transmissédo da infec¢do por transfusdo de
hemoderivados, transplante de oOrgdos soélidos e acidentes com material

perfurocortante!®,

O oocisto € a principal rota de transmissédo da toxoplasmose no pais

envolvendo principalmente sua dispersdao pela agua, mas com relatos
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importantes também de contaminacédo pelo consumo de frutas e vegetais?®.
Desde os anos 2000, no Brasil ja foram observados diversos surtos da doenca
associados ao consumo de agua contaminada com o T. gondii?’. A identificacdo
desse parasito diretamente na dgua serviu de alerta para o mundo sobre essa
abrangente e importante via de transmissdo?®. Surtos da doenca relacionados a
transmisséo hidrica acarretam maior nimero de infectados do que a transmissao
por outras vias?®. Além disso, habitos alimentares como o consumo de carnes
cruas ou mal cozidas também ja foi identificado como fator de risco para a
infecgdo, visto que o processo de congelamento e cozimento inativam 0s cistos

teciduais?®.
4. Epidemiologia

Apesar de acometer um terco da populacdo mundial e ser classificada
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2015 como a terceira causa mais
frequente de doenca transmitida por alimentos, a toxoplasmose segue

considerada como uma doenca negligenciada®®.

A soroprevaléncia do T. gondii pode variar segundo a faixa etéria,
localidade e estratos socioeconémicos de uma determinada populacdo?®. Em
algumas regides como América do Sul, Oriente Médio e Africa, as taxas de
infeccdo podem atingir 90%2°. Em algumas regides do Brasil, a prevaléncia da
infeccdo varia de 50% a 80% na populacdo adulta, sendo as taxas mais altas
observadas nas regides Norte e Sul®. Em estudo no municipio do Rio de Janeiro,
com o avanco da idade, a prevaléncia atingiu pico de 71%72%. Dados sobre a
prevaléncia da infeccdo em outros municipios do estado do Rio de Janeiro séo

escassos?®.
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“‘One Health” é um esforco colaborativo e interdisciplinar que busca a
salde ideal para pessoas, animais, plantas e meio ambiente?°. Esse conceito se
aplica a toxoplasmose por afetar a saude de humanos, animais domésticos,
selvagens e ecossistemas, além de ser percebida como uma ameaca por

aqueles que dependem de recursos animais?®.

No Brasil a toxoplasmose é uma constante ameaca a salde?. Diversas
epidemias ja foram descritas pelo pais?®. Em 2018, por exemplo, um grande surto
da doenca foi observado na regido de Santa Maria, Rio Grande do Sul, com a
confirmagéo de 809 casos, sendo que 114 desses casos foram identificados em
gestantes, com 3 mortes fetais, 10 abortamentos e 22 casos de toxoplasmose
congénita®®. Estima-se que a soroprevaléncia entre gestantes varia entre 36% a
92%2°. Mulheres brasileiras suscetiveis a infeccdo durante a gestacdo
apresentam elevado risco de se contaminar?. A infeccdo em gestantes na
maioria dos casos € assintomatica, apenas 10% a 20% apresentam
sintomatologia®. Por isso, o rastreio por meio de testes sorolégicos durante o
pré-natal é de suma importancia para identificar a doenca3®'. No entanto,
dificuldades no manejo pré-natal de gestantes com toxoplasmose ja foram

observadas nos servicos de salde brasileiros®2,

O perfil epidemiolégico da toxoplasmose difere entre os paises, 0 que
pode ser um dos fatores para a auséncia de um consenso internacional sobre o
manejo da infeccdo em gestantes!. Na Franca, apdés um programa bem
estruturado de rastreio mensal da toxoplasmose no pré-natal com gestantes
soronegativas, a prevaléncia da infeccdo em gestantes foi reduzida de 83% para
37%%2. J4 nos Estados Unidos onde ha prevaléncia bem menor da infeccdo

(entre 9,1% a 14,9%), raramente se realiza seu rastreio durante o pré-natal®.
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A incidéncia da toxoplasmose congénita a cada 10.000 nascidos-vivos
varia segundo a localizacdo geografica®:. No Estados Unidos estima-se um caso
da doenca a cada 10.000 nascidos-vivos, enquanto na Franca esse nimero sobe
para 2,9 a cada 10.000 nascidos vivos®. J& no Brasil observa-se uma taxa

superior de nove casos a cada 10.000 nascidos-vivos®3,

Embora habitos de higiene e préaticas alimentares individuais parecerem
impactar a prevaléncia da toxoplasmose, politicas de saude direcionadas para
saneamento bdsico, processamento de carnes entre outras, também

demonstraram ser relevantess3.

5. Imunopatogenia

A resposta do hospedeiro ao parasita envolve o estimulo a sua imunidade
celular, humoral e inata®®3*. Essa resposta imunoldgica é responsavel pelo
controle dareplicacéo do T. gondii no organismo por meio da ativacao do sistema
monacito-macrofagico, células dendriticas, células natural killer e células T CD4+
e CD8+ citotéxicas e especificas contra o T. gondii®*. Além disso, moléculas
coestimuladoras e citocinas como INF- vy, IL-12, TNF-a, IL-10 e TGB- também

estdo envolvidas33.

Em casos de infec¢cdo congénita, um atraso ou diminuicdo na resposta da
célula T CD4+ antigeno-especifica é observado®3. Uma resposta imune efetiva
elimina a maioria dos taquizoitas e aqueles remanescentes convertem-se em
bradizoitas contidos em cistos teciduais®. Em caso de comprometimento
significativo da imunidade celular esses bradizoitas podem reverter-se em

taquizoitas resultando em reativacdo da doenca®.
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6. A doencga

Em contraste a sua elevada prevaléncia, geralmente sinais e sintomas da
doenga sdo incomuns'®. Em torno de 10 a 20% dos infectados serdo
sintométicos com a infeccdo aguda'®. Entre as gestantes observa-se situagdo
similar, pois, a maioria dos casos de infeccdo aguda serdo assintométicos,

reforcando a necessidade do diagndstico laboratorial durante o pré-natal®®.

A gravidade da doenca esta diretamente relacionada a fatores como a
viruléncia da cepa envolvida e caracteristicas genéticas do individuo
acometido®®. Os imunocomprometidos e os fetos geralmente apresentam

quadros mais graves da doenca®®.

Entre os individuos imunocomprometidos, a manifestacdo clinica mais
observada é a encefalite, representando a principal causa de massa cerebral em
pacientes portadores do virus HIV, principalmente aqueles com contagem de
células T CD4+ inferior a 200%°. Entre os sintomas mais comuns estéo cefaléia,
febre, hemiparesia, ataxia, paralisia de nervo craniano, alteracdo do nivel de

consciéncia e convulsdo®. Esta é uma condicdo potencialmente fatal®.

A toxoplasmose ocular é considerada uma das principais causas de
cegueira em diversos paises®. Sintomas visuais relacionam-se ao local
anatomico onde se forma a lesdo inflamatéria®. Alteracdes acentuadas na
acuidade visual resultam de importante acometimento da macula, enquanto
lesdes mais periféricas geram alteracdes visuais mais frustas e por vezes
imperceptiveis®. Apresenta-se comumente como uveite posterior, com leséo de
retinocoroidite unilateral e vitreite®. A toxoplasmose ocular é secundaria a

infeccdo congénita ou adquirida, sendo clinicamente impossivel distingui-las,
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especialmente no adulto®. No entanto, ha evidéncias que a maioria dos casos

de retinocoroidite por T. gondii seja secundaria a infecgdo pds-natal®.

Em pacientes imunocompetentes, a toxoplasmose aguda adquirida
geralmente € uma infeccdo autolimitada e benigna similar & sindrome de
mononucleose que raramente necessita de tratamento°. Transtornos

neuropsiquiatricos e da cognicdo também ja foram relacionadas a infeccéo?®.

Gestantes sintomaticas cursam com quadros clinicos benignos e auto-
limitados, referindo principalmente febre, linfonodomegalias, cefaléia, mialgia,
astenia e dor de gargantal®. A transmissdo transplacentaria do T. gondii
acontece em casos de infec¢cdo aguda materna, mesmo na auséncia de sintomas

maternos?>.

Quando a infeccao ocorre no primeiro trimestre a chance de transmissao
para o feto € menor, em torno de 15% (13%-17%), porém o risco para doenca
congénita grave é maior*. JA com o avancar da gestacdo essas taxas de
transmissdo aumentam para 44% (40%-47%) no segundo trimestre e 71%
(66%-76%) no terceiro trimestre*!. Cerca de 70% dos recém-nascidos com a
doenca congénita sdo assintomaticos ao nascimento e aproximadamente 10%
apresentam manifestacdes graves da doenca ao nascimento*l. Fatores que
impactam na incidéncia e sinais clinicos da doenca sdo a idade gestacional,
genética do hospedeiro e do parasita, tamanho do indculo, forma de aquisicéo
(oocisto ou cisto tecidual) e tratamento durante a gestacdo33. Em paises como a
Franca que rastreiam e tratam a infeccdo na gestante, observa-se reducéo
expressiva dos casos sintomaticos ao nascimento, contrastando com paises
como os Estados Unidos e os da América Latina onde se observam altas taxas

de mortalidade e casos mais graves da doenca congénita:.
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Alteracdes em ultrassonografia obstétrica variam desde total normalidade
até morte fetal®>. Além disso, em algumas situacGes é possivel observar
hidrocefalia, calcificacdes cerebrais ou hepéticas, esplenomegalia, pericardite e
ascite®. Manifestacées clinicas da toxoplasmose congénita sdo diversas como
coriorretinite, encefalite, convulsdes, alteracdes no perimetro cefélico
(microcefalia, macrocefalia ou hidrocefalia), nistagmo, hipotonia, paralisias,
espasticidade, calcificacbes cerebrais ou hepéticas, retardo intelectual e
psicomotor, esplenomegalia, hepatomegalia, ascite, pericardite, pneumonite,
diarreia, hipotermia, ictericia, petéquias, erupcdo cutanea, hipoacusia ou
crescimento intrauterino restrito*'. A triade altamente sugestiva de doenca
congénita configura a presenca de microcalcificacbes cerebrais, hidrocefalia e
retinocoroidite3®. Em alguns casos, o bebé pode nascer assintomatico, mas

desenvolver principalmente alteragdes oculares ao longo da vida“*2.

Os custos para o sistema de saude de um bebé com toxoplasmose
congénita superam os gastos referentes a prevencao da infeccdo durante a
gestacdo*3. Além disso, a repercussdo no ambito familiar de um bebé acometido

€ inestimavel*3.
7. Diagnéstico

Diversos séo os testes disponiveis para o diagndstico da toxoplasmose?®.
A sorologia € o mais amplamente utilizado, mas existem outras ferramentas
como a demonstracao histolégica do parasito ou de seus antigenos, o isolamento
do parasito por meio de cultura e a identificacdo e amplificacdo de seu material

genético pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)3”.
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O rastreio e tratamento da toxoplasmose durante a gestacao, reduz
transmissdo e sequelas no feto®3°. A sorologia é o exame de escolha para
rastreio de provavel infeccdo materna®. A pesquisa de imunoglobulinas
especificas anti-T. gondii das classes IgM e IgG e menos comumente das

classes IgA e IgE contribuem no seu diagndéstico”.

Gestantes suscetiveis a toxoplasmose, ou seja, que nao tiveram contato
prévio com o T. gondii, apresentam resultado de sorologia IgM e IgG nédo
reagentes’. Estas devem redobrar os cuidados em prevencdo e realizar o
monitoramento soroldgico durante o pré-natal®. O Ministério da Saude desde
2020 sugere o rastreio da infeccdo durante o pré-natal pelo menos trimestral e
se possivel mensal®. Esta pratica assemelha-se a politica de sucesso adotada

pela Franca no combate a toxoplasmose congénita®.

A soroconversao de IgG, elevacéo dos titulos de 1gG e presenca de IgM
indicam infeccdo aguda’. Mulheres imunocomprometidas podem reativar a

infeccéo latente e ainda assim, transmitir ao feto33.

O teste de avidez de IgG é um marcador temporal que avalia a forca de
ligacdo entre o antigeno do T. gondii e o anticorpo do tipo IgG do individuo
infectado®®. Avidez baixa ou intermediaria sugere infec¢éo recente, que tenha
ocorrido hd menos de quatro meses, ja avidez alta indica infeccdo ha mais de
guatro meses e em gestantes com menos de 16 semanas de idade gestacional,

permite excluir a possibilidade de risco para o feto (FIGURA 1)31.

Apesar dos testes soroldgicos serem amplamente difundidos, esses

podem apresentar algumas limitacdes*. A possibilidade de resultados falso-
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positivos, a presenca de anticorpos residuais da classe IgM e o retardo da

maturacdo do IgG, comprometem sua acuracia“®.

Uma vez confirmada a infeccdo materna ndo ha obrigatoriedade de ter
ocorrido infeccédo fetal®3. O diagnéstico de certeza da toxoplasmose congénita
ainda intraltero so é possivel por meio da analise molecular do liquido amnidtico
utilizando a técnica de PCR que apresenta alta sensibilidade e especificidade
diagnéstica, sendo utilizada rotineiramente no acompanhamento de gestantes

com toxoplasmose em centros de referéncia®!4.

A amniocentese é um procedimento seguro e de baixo risco*’. No entanto,
demanda a estrutura de um servico qualificado em medicina fetal, normalmente
restrito a centros de referéncia e nem sempre disponivel a todas as gestantes

com toxoplasmoses®.

1 T
19G - / 1gM - l 19G + / 1gM - l 1gG + /IgM + 19G -/ 1gM +
. Avidez de Repetir
Prevencao 1gG em 2 sem
Imune ; ;

+

Sorolégica

Infeccéo
>16 sem

Infeccéo
<16 sem

PCR em LA

Figura 1: Fluxograma de diagndstico da toxoplasmose em gestantes.
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7.1qPCR

Os testes moleculares permitiram precisédo e agilidade diagnéstica®. A
identificacdo do material genético de um agente etioldégico oferece vantagens
como identificacdo precoce de surtos, de cepas emergentes e de
microorganismos resistentes*®. Além disso, a quantificacdo desses agentes,
ocasionalmente permite associacdo com a gravidade dos casos e contribui em

decisdes clinicas e terapéuticas*.

Em 1989 foi publicado por Burg et al., o primeiro protocolo qualitativo de
PCR para T. gondii sendo descrita a amplificacédo de uma sequéncia do seu gene
B1, repetida 35 vezes®. Desde entdo, diversos protocolos qualitativos ja foram
desenvolvidos para deteccéao de diferentes alvos na sequéncia de DNA do T.
gondii®. Entretanto, isso proporcionou uma grande diversidade entre testes®.
Posteriormente, o advento de protocolos quantitativos reduziu essas diferencas,
além de permitir quantificar a carga parasitaria®. O gene B1 repetido 35 vezes
possui boa sensibilidade e ainda € muito utilizado, mas outra sequéncia REP-
529, mais recentemente descrita, sendo repetida de 200 a 300 vezes leva a uma
melhor deteccdo de cargas parasitarias e comparativamente ao gene Bl

demostrou superioridade no diagndstico da toxoplasmose*°.

A gPCR é o método diagnéstico de escolha por muitos laboratérios®.
Essa tecnologia combina a quimica da reacdo em cadeia da polimerase com
moléculas reporter fluorescentes para monitorar a formacédo de produtos de
amplificacdo de material genético durante cada ciclo da reag&o®°. Sua excelente
sensibilidade e especificidade, facilidade de reproducédo, baixo risco de
contaminacao e tempo reduzido de execucdo, tornou essa tecnologia uma

alternativa atraente a PCR convencional®°.
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A sensibilidade e especificidade da PCR no liquido amnidtico €
respectivamente, 87% e 99%, permitindo o diagndstico ainda intradtero da
toxoplasmose congénita e integrando este exame a rotina de atendimento a
gestantes com toxoplasmose em centros de referéncia®. Resultados falso-
negativos estéo relacionados ao retardo da passagem do parasita por via

transplacentaria, baixa carga parasitaria e efeitos da terapéutica®>?,

Outras amostras biol6gicas também ja foram avaliadas pela PCR, como
exemplo temos o sangue periférico, placenta, sangue de corddo umbilical,
liquido cefalorraquidiano (LCR) e urina®. A coleta dessas amostras ao
nascimento e sua analise por meio da PCR seria de interesse, visto que
permitiria 0 diagndstico mais precoce da toxoplasmose congénita quando
comparado ao acompanhamento soroldgico®. No entanto, o valor diagndstico

dessas outras amostras bioldgicas ainda é questionavel®.

A parasitemia pelo T. gondii pode ser avaliada por meio da PCR em
amostras de soro, plasma, sangue total e concentrado leucocitario (buffy coat),
sendo que o concentrado leucocitario parece ser superior as outras amostras®2.
Em pacientes portadores do virus HIV e imunossuprimidos com
neurotoxoplasmose, a sensibilidade da PCR no sangue total foi de apenas 25%
e a especificidade de 100%®. Pacientes imunocompetentes e com
toxoplasmose aguda adquirida no Rio de Janeiro apresentaram resultado de
PCR negativo em concentrado leucocitario, mesmo em casos mais graves da
doenca ou nagueles em gue a coleta de sangue ocorreu muito proxima ao inicio
dos sintomas*’. J4 em estudo realizado em Minas Gerais, 48% dos recém-
nascidos com toxoplasmose congénita apresentaram amostras de sangue total

positivas para PCR>4,
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Amostras de placenta podem auxiliar no diagnéstico da toxoplasmose
congénita tanto pela sua andlise histopatolégica quanto pela PCR®. Este érgédo
tem a importante funcdo de prevenir a passagem de agentes infecciosos para o
feto, sendo mais efetiva no inicio da gestacdo do que ao final®®. A infeccdo da
placenta pelo T. gondii pode resultar em placentite e levar a infeccéo das células
do trofoblasto podendo deixar passar este parasita ao feto®. Apesar de sua
analise histopatoldgica ser utilizada para auxiliar no diagnostico da toxoplasmose
congénita, essa abordagem ainda é controversa®®. Caso similar observa-se no
valor diagnostico da placenta pela PCR que segue discutivel. Filisetti et al.
encontraram baixa sensibilidade (25%) do exame e Sardarian et al. apontam que
em caso de resultado positivo ndo necessariamente ha associacdo com a
infeccdo fetal®”8, Em contrapartida, outros estudos sugerem melhor
performance da PCR em andlise de placentas, com sensibilidade que varia de

71% a 79,5% e especificidade de 92% a 97%8.

Em recém-nascidos com achados clinicos e sorolégicos sugestivos de
toxoplasmose congénita de maes nao tratadas durante a gestacao, a analise do
LCR demonstra potencial diagnéstico, com sensibilidade de 46,5% e
especificidade de 100%°°. Resultado similar observa-se na andlise do sangue
de corddo umbilical que apresenta especificidade de 100%, porém atrelada a

uma baixa sensibilidade de 21,2%8.

Amostras de urina sdo convenientes pela praticidade da coleta e por isso
o interesse no seu uso®. O T. gondii ja foi identificado em amostras de urina de
recém-nascidos com diagndstico de toxoplasmose congénita, no entanto séo
necessarios mais estudos para compreender melhor sua contribuicdo nesse

contexto diagndstico®!.
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O diagnéstico molecular no liquido amni6tico implicou em mudangas
profundas no manejo pré e pés-natal da toxoplasmose congénita®. No entanto,
em alguns casos 0 acompanhamento irregular das gestantes durante o pré-natal
e a recusa materna da amniocentese quando necesséria, levou a busca por
novas possibilidades diagnésticas como a analise por meio da PCR em outras
espécimes bioldgicas®. Além disso, a andlise dessas outras amostras clinicas
pode vir a beneficiar o diagndstico da toxoplasmose congénita em locais onde o

rastreio e o tratamento pré-natal ndo foram implementados’.
8. Tratamento

A transmissdo materno-fetal da toxoplasmose varia entre 50 a 60% em
gestantes nao tratadas, reduzindo para 25 a 30% naquelas sistematicamente

rastreadas e tratadas®:.

Basicamente o arsenal terapéutico contra o T. gondii na gestacado e
baseado no uso de espiramicina e a associagao de sulfadiazina, pirimetamina e

acido folinico®2.

A espiramicina apresenta boa concentracao placentaria reduzindo em até
60% a transmissao da infeccdo para o feto, mas como nao ultrapassa a barreira
transplacentaria ndo é capaz de tratar o feto3353, Por isso, seu uso esta restrito
a infeccbes que ocorrem antes de 16 semanas de gestacdo ou em caso de
comprovacao da auséncia de infeccdo fetal por meio de resultado negativo da

PCR no liquido amniético®.

O esquema composto por sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico
ultrapassa a barreia transplacentaria e permite o tratamento do feto33,

Geralmente, seu uso esta indicado a partir de 16 semanas de gestacédo e na
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impossibilidade de realizar amniocentese ou em casos de confirmagdo da

infeccéo fetal por meio da PCR no liquido amniético®.

O beneficio do tratamento em reduzir a transmissdo materno-fetal
apresenta maior impacto quanto implementado em até 8 semanas ap0ls a
soroconversdo, idealmente nas primeiras 3 semanas33. Além disso, em caso de
transmissao o tratamento reduz o desenvolvimento de formas graves da doenca
congénita®. No entanto, alguns autores ainda questionam os beneficios do
tratamento durante a gestacéo®2%3. A dificuldade na realizacdo de ensaios
clinicos em gestantes contribui para a escassez de conclusdes definitivas em
relacdo a eficacia do tratamento materno®. Até o0 momento, apenas um ensaio
clinico foi publicado e comparou gestantes que fizeram uso apenas de
espiramicina ao grupo que fez uso de sulfadiazina, pirimetamina e acido
folinico®s. Neste estudo, observou-se que o uso do esquema com trés drogas
teve maior impacto principalmente em reduzir sequelas neuroldgicas®. A
comparacao com grupo placebo ndo é eticamente aceitavel visto que diversos

estudos observacionais ja demonstraram alguma eficacia do tratamento®.

O esquema com trés drogas é bem menos tolerado quando comparado
ao uso isolado de espiramicinal®. Eventos adversos graves ja foram verificados
com uso de sufadiazina, pirimetamina e acido folinico'®. Clindamicina é uma
opc¢ao a sulfadiazina, no entanto, sdo escassos estudos in vivo em gestantes e
no Brasil essa droga nao esta disponibilizada no sistema publico de saude para
gestantes com toxoplasmose#%2. A caréncia de inovacdes terapéuticas para

toxoplasmose é uma dificuldade a ser enfrentada®?.

O tratamento do recém-nascido com doenca congénita consiste no uso

de sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico por um ano®3. Recém-nascidos ndo
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tratados apresentam risco de desenvolver principalmente lesdes oculares ao
longo da vida, além de outras sequelas tardias como retardo no
neurodesenvolvimento®. A associagdo de corticosterdides é necessaria em caso
de proteinorraquia superior a 1g/dl ou em caso de lesdes oculares proximas a
macula®®. Nos casos graves com hidrocefalia, a derivacdo ventricular é

indicada33.



34
METODOLOGIA

1. Desenho de estudo

Estudo descritivo de gestantes com diagnéstico de toxoplasmose
acompanhadas no ambulatério de doencas infecto-parasitarias no Instituto
Nacional de Saude da Mulher, da Crianca e do Adolescente Fernandes Figueira

(IFF/Fiocruz) no Rio de Janeiro, Brasil.

As participantes foram recrutadas no periodo de junho de 2019 a dezembro
de 2021. Foram incluidas gestantes com diagndstico sorolégico de
toxoplasmose especificado abaixo e excluidas gestantes sabidamente com o
diagnostico de infeccao pelo virus HIV, hepatites B e C e em uso de terapia

imunossu pressora.

O diagndstico sorolégico de toxoplasmose foi realizado pelo Laboratério de
Imunologia do IFF/Fiocruz, por ensaio imunofluorométrico — ELFA (VIDAS®
Biomérieux, Franca) em aliquotas de soro, para identificacdo de imunoglobulinas
especificas anti-T. gondii da classe IgM e IgG. Este teste sorolégico é uma
variacao da técnica original do Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
sendo mais sensivel, detectando inclusive IgM residuais'®. Na presenca das
imunoglobulinas IgM e IgG foi realizado o teste de avidez de IgG pela mesma

técnica e fabricante.

Definiu-se como caso de toxoplasmose gestantes que apresentaram
soroconversdo de anticorpos anti-T. gondii da classe IgG ou presenca de

anticorpos anti-T. gondii tanto da classe IgM quanto IgG, associada a baixa ou
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moderada avidez de IgG ou a alta avidez de IgG se exame realizado com mais

de 16 semanas de gestagao.

O diagnéstico molecular pela técnica da gPCR, objeto de investigacédo desse

estudo, foi realizado pelo Laboratério de Alta Complexidade do IFF/Fiocruz.

Das gestantes foram coletadas amostras de sangue periférico, liquido
amnidtico e placenta e dos recém-nascidos, amostras de sangue periférico. Em
todas as amostras foi realizado o teste de gPCR pelo sistema TagMan, utilizando
iniciadores especificos para amplificar a sequéncia do T. gondii de 529 pares de

bases.

O DNA genodmico foi extraido das diferentes fontes usando QlAamp® DNA
Blood Mini Kit (QIAGEN, Holanda) de acordo com as instru¢des dos fabricantes.
A concentracdo de acido nucleico foi estimada por espectrofotometria UV a 260

nm (Nanodrop 1000, ThermoFisher Scientific, EUA).

A deteccdo de T. gondii por PCR foi realizada conforme ja descrito®.
Aproximadamente 10 ng de DNA foram usados no PCR com o mix de primers
(270F, 5'-AGAGACACCGGAATGCGATCT-3' e 318R, 5'-
TTCGTCCAAGCCTCCGACT-3) e sonda TagMan (310T: 5'-FAM-
TCGTGGTGATGGCGGAGAGAATTGA-TAMRA-3 ') para a sequéncia
altamente repetitiva REP-529. As reacfes foram realizadas em triplicata em um
sistema 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems®) em um volume final
de 25 pl usando o PCR TagMan Universal Master Mix (ThermoFisher Scientific)

(FIGURA2).
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Primers e sonda utilizados para PCR em tempo real

Primers
270F 5- AGAGACACCGGAATGCGATCT -3’
318R 5- TTCGTCCAAGCCTCCGACT - %
Sonda

FAM 5 — TCGTGGTGATGGCGGAGAGAATTGA - 3’ TAMRA

Figura 2: Conjunto de iniciadores e sonda utilizados nas reacdes de PCR em
tempo real.

As condi¢des de ciclagem térmica incluiram uma etapa de dois minutos a 50
°C para atividade ideal de AmpliErase UNG e desnaturacdo a 95 °C por dez
minutos, seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por um minuto.
As curvas padrdo foram estabelecidas com diluicdo seriada de dez vezes do
DNA de T. gondii (10® até um parasita/ml). A eficiéncia da PCR foi superior a
92% e o coeficiente de correlagao foi 20,99 em todos os ensaios. Amostras com

Ct > 38 foram classificadas como indetectaveis.

A amplificacdo de RNaseP humana foi utilizada como controle para
determinar a qualidade do DNA e a presenca de inibidores de PCR, e foi
realizada com X20 RNAseP Primer Probe (Applied Biosystems). O controle
positivo consistiu em uma pequena quantidade (1-10 copias/ml) de DNA

gendmico do parasita (FIGURA 3).
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Figura 3: Grafico de amplificacdo da amostra de DNA extraido do liquido
amniotico gerado através do Applied Biosystem 7500 Real-Time PCR
Software. Eixo x - ciclos; eixo y — valores de fluorescéncia normalizada (ARn).
A seta indica a curva de amplificacdo do controle, e a ponta de seta indica as
curvas referentes a triplicata da amostra.

Os recém-nascidos foram rastreados para infec¢cdo congénita por meio dos
seguintes exames: ultrassonografia transfontanela, exame de fundo de olho e
sorologia para toxoplasmose com identificacéo de anticorpos especificos anti-T.
gondii da classe IgM e IgG a partir do quinto dia de vida. O critério para o
diagndstico de toxoplasmose congénita nos recém-nascidos foi: PCR no liquido
amniotico positivo e/ou presenca de alteracbes nos exames de rastreio ao
nascimento ja descritas®'. As placentas também foram encaminhadas para

analise histopatoldgica.

A partir dos resultados obtidos com a analise por meio da gPCR de cada
amostra coletada descrevemos sua positividade ou negatividade em sangue
periférico, liquido amniético e placenta da gestante e sua positividade ou

negatividade no sangue periférico dos recém-nascidos. Além disso, foi feita a
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comparagdo do resultado positivo ou negativo na placenta, a sua analise
histopatoldgica e por fim, avaliamos aassociagdo entre o resultado positivo ou
negativo da gPCR nessas amostras bioldgicas e a ocorréncia ou ndo de infec¢ao

congeénita.

2. Estatistica e anéalise de dados

Inicialmente o tamanho amostral foi calculado com base na sensibilidade da
gPCR em cada uma das espécimes clinicas que seriam analisadas: (1) liquido
amniotico (Sensibilidade 86,3%/N=76), placenta (Sensibilidade 79,5%/N=105) e
sangue periférico (Sensibilidade 21,2%%/N=108), considerando uma
prevaléncia da toxoplasmose em gestante de 77,5% no Brasil®®, com confianca
de 95%, erro de 10%, acrescido de perda de 30%. No entanto, para as amostras
de placenta e sangue periférico do recém-nascido nao foi possivel alcancar o
tamanho amostral inicialmente calculado, pois algumas pacientes tiveram seus
partos em outras maternidades, além de ocorrer perdas internas de amostras. O
periodo em que foi realizado o estudo englobou o apice da pandemia pelo virus
Sars-CoV-2, 0 que reduziu de forma expressiva o0 numero de atendimentos em
nosso ambulatério e por consequéncia, reduziu o recrutamento de pacientes

para o estudo.

Os dados foram coletados em ficha especifica (APENDICE |) e armazenados
e analisados no programa Epiinfo versdo 7.2.4.0. A analise exploratéria dos
dados foi feita com a descricdo das variaveis categoricas como frequéncias

absolutas e relativas e as variaveis numéricas como médias.

As variaveis numéricas analisadas foram: idade materna, idade gestacional,

peso, perimetro cefalico e APGAR. As variaveis categoricas foram: escolaridade
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materna, local do pré-natal de origem (publico/privado/demanda espontanea),
resultados soroldgicos (reagente/néo reagente/ avidez alta, baixa ou moderada),
resultados da gPCR (positivo/negativo) no sangue periférico, liquido amniotico e
placenta, alteracdes ultrassonograficas (presente/ausente), alteracbes no
exame de fundo de olho (presente/ausente) e alteracdes histopatologicas

(presente/ausente).

3. Questdes éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IFF/Fiocruz
(CAAE: 14832713.7.0000.5268 / Numero do parecer: 3.587.173). Todas as
gestantes foram orientadas verbalmente durante consulta médica sobre o estudo
e a utilizacdo dos dados em prontuario e resultados de exames. As participantes
gue concordaram em contribuir com o0 estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE 1) e as menores de 18 anos
assinaram o Termo de Assentimento (APENDICE Ill) junto aos seus

responsaveis.
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RESULTADOS

Foram estudadas 116 gestantes com diagnostico de toxoplasmose com
idade média de 25,8 anos (Minimo 14 e Méximo 43). A maioria (97/83,6%) foi
encaminhada ao centro de referéncia pelo servigco publico de saude, seguido da
rede privada (16/13,8%) e trés (2,6%) procuraram atendimento por demanda
espontanea. Sessenta (51,7%) mulheres residiam no municipio do Rio de
Janeiro e 56 (48,3%) em municipios vizinhos. Cinquenta e duas (44,8%)
gestantes nao tinham completado o ensino bésico e 18 (15,5%) cursaram ensino

superior.

Sintomas sugestivos de toxoplasmose aguda adquirida foram relatados por
14 (12,1%) mulheres, enquanto 102 (87,9%) foram assintomaticas. Os sintomas
descritos em ordem decrescente foram linfonodomegalias (8/6,9%), febre
(7/6,0%), cefaléia (3/2,6%), dor de garganta (1/0,9%) e mialgia (1/0,9%). O
tratamento néo foi prescrito nas unidades de origem para 29 (25%) gestantes e

em 15 (12,9%), prescrito de forma incorreta.

A gPCR foi realizada em 298 amostras biolégicas: 116 (38,9%) de sangue
periférico das gestantes, 85 (28,5%) de liquido amnidtico, 44 (14,8%) de placenta
e 53 (17,8%) de sangue periférico dos recém-nascidos (Figura 4). As quatro
amostras foram obtidas em 33 (28,5%) casos; pelo menos trés amostras em 20
(17,2%), pelo menos duas amostras em 45 (38,8%) e apenas uma amostra em

18 (15,5%).

Uma (0,9%) gestante apresentou qPCR positiva no sangue periférico, trés

(3,5%) no liquido amnidtico, uma (2,3%) na placenta e nenhum recém-nascido
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apresentou qPCR positiva no sangue periférico. Cada um desses resultados

positivos ocorreu em casos distintos.

116 gestantes
IgM+/1gG+
Avidez 6 Recém-nascidos
Forte (34) / Fraca (49) toxoplasmose
Moderada (15) / NR (18) congenita
[ [ [ [
Sangue mée (116) L.A. (85) Placenta (44) Sangue filho (53)
115 PCR - 82 PCR - 43 PCR - 53 PCR -
1PCR+ 3PCR + 1PCR+ 0PCR +

Figura 4: Fluxograma descritivo dos resultados da populagéo estudada. L.A. (Liquido
amnidtico) / NR (N&o realizado) / (+) Positivo / (-) Negativo.

O teste de avidez de IgG né&o foi realizado em 18 (15,5%) casos, por
apresentarem IgG acima do limite superior recomendado em bula do fabricante
(VIDAS® Biomérieux, Franca). Trinta e quatro (29,3%) gestantes apresentaram
alta avidez de IgG, 49 (42,3%) baixa e 15 (12,9%) moderada. Todas as gestantes
com alta avidez de IgG estavam com idade gestacional superior a 16 semanas.
As trés gestantes com qPCR positiva no liquido amniético e aquela com qPCR
positiva na placenta apresentavam baixa avidez de IgG. No entanto, a Unica

gestante com gPCR positiva no sangue periférico apresentava alta avidez.

Dados referentes aos recém-nascidos foram coletados em 63 casos (54,3%),
uma vez que 53 (45,7%) partos ocorreram em outras maternidades. A idade
gestacional média no parto foi de 38,6 semanas (Minimo 30 e Maximo 42), peso

ao nascer médio de 3,2 Kg (Minimo 1,2 e Maximo 4,1) e o perimetro cefalico
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médio de 34 cm (Minimo 29 e Maximo 47). O APGAR médio no primeiro minuto
foi oito (Minimo 5 e Maximo 10) e no quinto minuto nove (Minimo 7 e Maximo

10).

Trés (4,8%) recém-nascidos apresentaram alteracdes sugestivas de infeccao
congénita a ultrassonografia transfontanela e dois (3,2%) ao exame de fundo de
olho. Quanto ao resultado de sorologia para toxoplasmose, trés (4,8%)
apresentaram IgM anti-T. gondii positivo e 62 (98,4%) IgG positivo. Seis (5,2%)

recém-nascidos foram diagnosticados com toxoplasmose congénita.

Os recém-nascidos com gqPCR positiva no liquido amniotico tiveram o
diagnostico de toxoplasmose congénita confirmado, enquanto o0s recém-
nascidos das gestantes com qPCR positiva no sangue periférico materno e na

placenta, ndo tiveram essa confirmacéao diagnostica (Tabela 1).

A analise histopatolégica foi realizada em 49 placentas. Dessas, 24 (49,0%)
apresentaram alteracdes sugestivas de infec¢cdo por toxoplasmose, 23 (46,9%)
apresentaram alteracdes inespecificas e apenas duas (4,1%) eram normais.
Vale ressaltar, que em nenhuma amostra de placenta o T. gondii foi observado.
As principais alteracdes observadas foram placentite hematogénica em atividade
e cicatricial. A Unica placenta com qPCR positiva, também apresentava

alteracoes histopatoldgicas sugestivas de toxoplasmose.



Tabela 1: Descricdo dos casos de toxoplasmose conaénita e dos com amostra de PCR positiva.
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Participante Avidez PCR PCR PCR PCR HISTOPATOLOGIA Rastreio
Sangue L.A. PLACENTA SANGUE PLACENTA RN
materno FILHO

5. Baixa - + - - NR USTF e F.O.
alterados
Sorologia
IgM-/IgG+
11. Baixa - + - - Placentite USTFe F.O
hematogénica sem
cicatricial alteracbes
Sorologia
IgM-/IgG+
19. Baixa - + NR - Placentite USTF
Soroconversao hematogénica em alterado e
atividade de alto F.O. sem
grau alteracdes
Sorologia
IgM-/IgG+
32. Alta + NR - - Placentite USTF e F.O.
hematogénica em sem
atividade leve alteracbes
Sorologia
IgM-/IgG+
40. Baixa - NR - - Outras alteracbes USTF e F.O.
Soroconversao nao sugestivas de sem
toxoplasmose alteracbes
Sorologia
IgM+/1gG+
47. Baixa - NR NR NR Placentite USTF e F.O.
Soroconversao hematogénica em sem
atividade leve alteracdes
Sorologia
IgM+/1gG+
58. NR - NR NR - Placentite USTF e F.O.
Soroconversao hematogénica em alterados
atividade leve Sorologia
IgM+/IgG+
102. Baixa - - + - Placentite USTF e F.O.
hematogénica em sem
atividade de alto alteracoes
grau Sorologia
IgM -/IlgG+

*NR, N&o realizado; (+), Positivo; (-) Negativo; L.A, Liquido amnidtico; RN, Recém-nascido; USTF,

Ultrassom transfontanela; F.O., Fundo de olho.
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DISCUSSAO

A toxoplasmose no Brasil é associada a problemas sociais importantes
como pobreza e baixa escolaridade®. Falhas no atendimento a gestantes com
toxoplasmose, ja foram observadas em estudos anteriores e com isso, a
toxoplasmose congénita persiste como um grave problema de saude no

pai85,10,12_

O rastreio sorolégico da infeccdo durante a gestacdo permite o seu
diagnéstico, ja que a maioria dos casos é totalmente assintomatica®, assim como
foi observado sintomas em apenas 14 (12,1%) mulheres. Em caso de sintomas,
geralmente a doenga mimetiza a sindrome de mononucleose-like*’, semelhante
aos sintomas mais descritos neste estudo: linfonodomegalia, febre, cefaléia, dor

de garganta e mialgia.

Com o advento dos testes moleculares, surgiram novas possibilidades
diagndsticas para toxoplasmose congénita, com maior agilidade e precisdo®. A
elevada acuracia da PCR no liquido amnioético levou a sua inclusédo na rotina de
atendimento as gestantes com toxoplasmose nos centros de referéncia e hoje o
resultado positivo no liqguido amniético € um dos critérios definidores de doenca
congénital’. No presente estudo recém-nascidos com resultado positivo no
liquido amnidtico foram diagnosticados com toxoplasmose congénita, enquanto

todos com PCR negativa tiveram o diagndstico excluido.

A PCR no sangue periférico, ja foi avaliada como alternativa para o
diagndstico de toxoplasmose®. A parasitemia pelo T. gondii pode ser avaliada
por meio da PCR em amostras de soro, plasma, sangue total e concentrado

leucocitario, sendo o concentrado leucocitario superior as outras amostras®®2,
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No entanto, a sensibilidade do exame em amostras de sangue total foi baixa
(25%) em pacientes imunocomprometidos com encefalite por toxoplasmose®3.
Em estudo realizado em nosso laboratorio com pacientes imunocompetentes
com toxoplasmose aguda adquirida, nenhuma amostra de concentrado
leucocitario foi positiva pela PCR, mesmo em casos mais graves da doenca ou
naqueles em que a coleta de sangue ocorreu muito préxima ao inicio dos
sintomas?*’. Com isso, persiste a divida se ha diferenca expressiva na andlise

de amostras de concentrado leucocitario e sangue total.

A PCR em sangue materno até o momento, também ndo demonstrou ser
promissora devido a sua baixa positividade e auséncia de associacao
diagndstica com a infeccdo®!. Resultado semelhante foi observado entre as 116
amostras de sangue periférico materno analisadas por nos, sendo apenas uma
(0,9%) positiva, apesar de todas as gestantes terem diagnostico de

toxoplasmose confirmado por sorologia.

Os testes soroldgicos associados a avidez de IgG auxiliam no diagnéstico da
toxoplasmose, mas apresentam limitacdes como falso-positivos ou imaturidade
de 1gG, que dificultam a sua definicdo’. A associacdo entre PCR positiva no
liguido amnidtico e baixa avidez de IgG, assim como alta avidez com PCR
positiva em sangue periférico materno, ja foi anteriormente descrita®l. Essa
observacao, reforca a associacdo entre baixa avidez de IgG e PCR positiva no
liquido amniédtico e sugere limitacBes do uso da técnica com sangue periférico
materno. A positividade da PCR no sangue materno pouco foi reportada e por
isso, sua significancia clinica ainda néo esta clara®. A identificacdo do DNA do
T. gondii no sangue poderia representar infecgdo priméria, 0 que ndo € comum

em casos de alta avidez de IgG ou a reativagdo da infecgdo que é mais comum
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em pacientes imunocomprometidas, que foi critério de exclusdo para

participagao neste estudo.

T. gondii apresenta tropismo pela placenta, assim como pelo sistema nervoso
central e ocular'®. Apesar desse tropismo, a placenta exerce uma importante
funcdo de barreira e protecdo para o feto contra agentes infecciosos®®. Portanto,
a placenta é um material biolégico com bom potencial para o diagnéstico de
toxoplasmose congénita®. A infeccdo do tecido placentario pode resultar em
placentite®®, sendo essa alteracdo a mais encontrada na analise histopatolégica
de todas as placentas que sugeriam diagnostico por toxoplasmose. No entanto,
a presenca de alteracdes histopatoldgicas sugestivas de toxoplasmose em 24
(49,0%) placentas s6 esteve associada a infeccdo congénita em quatro (16,7%)
casos. Assim como PCR positiva ocorreu em apenas uma amostra e o
diagnostico de doenca congénita nao foi confirmado no recém-nascido. Até o
momento, os estudos ainda sdo controversos em relacdo ao papel da placenta

no diagndstico histopatoldgico e molecular da toxoplasmose congénita®>6-58,

A PCR foi negativa em todas as amostras de sangue periférico dos recém-
nascidos, inclusive naqueles com diagndstico confirmado de toxoplasmose
congénita, o que vai de encontro a alta positividade (48%) observada em outro
estudo brasileiro com a mesma metodologia para o diagnéstico molecular®.
Gendtipos distintos do T. gondii, cepas mais virulentas e variacdes da

parasitemia, podem explicar essa diferenca de resultados?® .

Niveis séricos dos antimicrobianos pode influenciar no resultado da PCR,
como ja observado em resultado negativo de liquido amnidtico coletado de

gestante em uso de esquema triplice e feto diagnosticado com toxoplasmose
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congénital®. Com isso, poderiamos justificar a elevada negatividade observada
nas amostras biolégicas analisadas nos casos que vinham em uso de alguma
terapia. Entretanto, vale ressaltar que todas as gestantes realizaram a coleta do
liguido amnidtico em uso apenas de espiramicina que nao ultrapassa a barreira

transplacentaria®®.

Perda de amostras, principalmente por partos ocorridos em outras
maternidades implicando em descontinuidade no seguimento desses casos e a
limitacdo do tempo de acompanhamento dos recém-nascidos, sao limitagdes do

estudo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Déficits no rastreio diagnostico da toxoplasmose durante o pré-natal e
dificuldades no diagndstico pds-natal justificam a busca por novas possibilidades

diagnoésticas.

Compreender melhor o papel dos testes moleculares para auxiliar o
diagnéstico da toxoplasmose congénita utilizando diversos exemplares

biolégicos contribui na perspectiva futura do seu diagndstico.

Entretanto, neste estudo tanto as amostras de sangue materno quanto as
de sangue dos recém-nascidos, assim como a placenta, ndo demonstraram ser

promissoras no diagnoéstico da toxoplasmose congénita.

Assim, novos estudos s&80 necessarios para avaliar o real papel do
diagnostico molecular em outros materiais biolégicos que ndo o liquido

amniaotico.
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Protocolo estudo: PCR EM TEMPO REAL NO DIAGNOSTICO DA
TOXOPLASMOSE CONGENITA

Identificag&o:
Prontuario:

Idade: (anos)
Municipio/Estado:
Escolaridade: () Analfabetismo

() Ensino fundamental ( ) completo ( ) incompleto:
() Ensino médio ( ) completo  ( ) incompleto:
() Ensino superior ( ) completo ( ) incompleto:

Servico de origem: () Publico ( ) Privado ( ) Demanda espontanea
Contato telefonico: ()

()
Idade Gestacional 1° atendimento: (semanas)
Gesta ( ) Para ( ) Abortos ( )
DUM: / / ( ) Desconhece
Data provavel do parto: / /

Sintomas: ( ) Febre ( ) Linfonodomegalia ( ) Cefaléia ( ) Mialgia
( )Astenia ( ) Dordegarganta ( )

Outros
() Sem sintomas
Sorologias Toxoplasmose prévia a gestacao atual: ( ) Sim ( )
N&o
Laboratorio:
Técnica: ( ) ELFA ( ) Quimioluminescéncia ( ) Outras
IgM  ( ) Reagente ( ) Nao reagente ( ) Nao realizada
Data: / /
IgG ( ) Reagente ( ) Nao reagente ( ) Nao realizada
Data: / /

Laboratério:

Avidez de IgG ( ) Fraca ( ) Moderada ( ) Forte ( )
Nao realizada

Data: / /
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Sorologias Toxoplasmose da origem atual: ( ) Sim ( ) Nao
Laboratorio:

Técnica: ( ) ELFA ( ) Quimioluminescéncia ( ) Outras
IgM  ( ) Reagente ( ) Nao reagente ( ) Nao realizada

Data: / /

IgG  ( ) Reagente ( ) N&o reagente ( ) N&o realizada
Data: / /

Laboratorio:

Avidez de IgG ( ) Fraca ( ) Moderada ( ) Forte ( )
N&o realizada

Data: / /

Ultrassonoografia obstétrica de fora: ( ) Sim  ( ) Nao
( ) Normal

( ) Alterada

Descrever alteracgoes:

Ultrassonoografia morfologica de fora: ( ) Sim ( ) Nao
( ) Normal
( ) Alterada

Descrever alteracgoes:

Tratamento prescrito pelo servi¢o de origem: ( ) Sim ( ) Nao

( ) Espiramicina:  ( ) dose correta  ( ) dose incorreta

( ) Sulfadiazina+Pirimetamina+Ac. Folinico: () dose correta ( ) dose
incoorreta

( ) Clindamicina+Pirimetamina+ac. Folinico: ( ) dose correta ( ) dose
incorreta

( ) Outro esquema terapéutico

Sorologia Toxoplasmose IFF: ( ) Sim  ( ) Nao

Data: / /

Técnica: ( ) ELFA ( ) Quimioluminescéncia ( ) Outra
IgM  ( ) Reagente ( ) Nao reagente ( ) Néo reallizado

IgG  ( ) Reagente ( ) Nao reagente ( ) Nao realizado
Avidez de IgG ( ) Fraca ( ) Moderada ( ) Forte ( )

Nao realizado

PCR no IFF sangue periférico da gestante: ( ) Sim  ( ) Nao
Data: / / Idade Gestacional:
(semanas)
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( ) Positiva ( ) Negativa

Amniocentese - PCR no IFF liquido amnidtico: ( ) Sim  ( ) Néo

Data: / / Idade Gestacional:
(semanas)

( ) Positiva ( ) Negativa

Ultrassonografia Mofologica IFF: ( ) Sim  ( ) Nao

Data: / / Idade

Gestacional: (semanas)

( ) Normal

( ) Alterada

Descrever alteracgoes:

Tratamento prescrito IFF no primeiro atendimento: ( ) Sim ) Nao

Data: / /

( ) Espiramicina

( ) Sulfadiazina+Pirimetamina+Ac. Folinico
( ) Clindamicina+Pirimetamina+ac. Folinico

Tratamento prescrito IFF pds-amniocentese (caso tenha sido realizada):

Data: / /

( ) Espiramicina

( ) Sulfadiazina+Pirimetamina+Ac. Folinico
( ) Clindamicina+Pirimetamina+ac. Folinico

Placenta: ( ) Sim ( ) Nao
Data: / /
PCR ( ) Positiva  ( ) Negativa

Histopatoldgico da placenta: ( )Sim( ) Nao
Data: / /

( ) Normal

( ) Sugestivo de infeccdo por Toxoplasmose
( ) Outras alteracdes

Descrever alteracoes:

Recém-nascido:
Data de Nascimento: / / IG:

(SEMANAS)
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Peso: (Kg) Apgar 1’ 5 PC:
(cm)

Ultrassonografia transfontanela: ( ) Sim  ( ) Nao
( ) Normal

( ) Alterada

Descrever alteracgoes:

Exame de fundo de olho: ( ) Sim ( ) Néo
( ) Normal

( ) Alterado

Descrever alteracgoes:

Sorologia Toxoplasmose (5° dia de vida): ( ) Sim  ( ) Nao
Data: / /

Técnica: ( ) ELFA ( ) Quimioluminescéncia ( ) Outra
IgM  ( ) Reagente ( ) Nao reagente

IgG  ( ) Reagente ( ) Nao reagente

PCR sangue periférico: ( ) Sim ( ) Néo
Data: / /
( ) Positiva  ( ) Negativa
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

PROJETO DE PESQUISA — DIAGNOSTICO PRE-NATAL DA TOXOPLASMOSE
ATRAVES DA UTILIZACAO DE TECNICAS MOLECULARES

Pesquisadores responsaveis: Bianca Balzano De La Fuente Vilar
Leticia da Cunha Guida
Endereco: Av. Rui Barbosa, 716 — Flamengo - Rio de Janeiro - RJ - CEP: 22250-020
Telefones: (21) 2554-1700 / (21) 2554-1919 / (21) 99506-4984
Email: balzano.bianca@gmail.com
leticia@iff.fiocruz.br

Nome: Prontuéario:

Vocé esta sendo convidada a participar do projeto de pesquisa intitulado
“DIAGNOSTICO PRE-NATAL DA TOXOPLASMOSE ATRAVES DA UTILIZACAO DE
TECNICAS MOLECULARES”, pois vocé esta gravida e tem o diagnéstico de
toxoplasmose. Seu consentimento deve ser obtido de forma livre por sua decisdo e em
nenhum momento o pesquisador devera influenciar de qualguer maneira para consegui-
lo.

Explicacéo do Estudo:

Vocé esta sendo convidada a participar do presente estudo que ir4 avaliar uma técnica
diagnéstica que permite identificar o DNA do agente causador da toxoplasmose. Os
beneficios esperados com esse estudo serdo melhorar o diagnostico da toxoplasmose
e com isso, talvez reduzir possiveis danos fetais pelo inicio mais cedo do tratamento.

Gostariamos de solicitar sua autorizacdo para utilizar na pesquisa os dados que estao
no prontuario e os resultados de exames seu e do seu bebé, ja realizados de rotina
durante seu acompanhamento em nossa instituicao.

Além disso, gostariamos da sua autorizagdo para colher uma amostra de sangue sua e
do seu bebé, além das ja coletados de rotina, para que possamos fazer o teste que ir4
identificar o DNA do agente causador da toxoplasmose. Esses exames serao feitos junto
com os exames de rotina para evitar uma nova coleta.

Também estamos solicitando sua autorizagdo para utilizar o resultado do exame
microscopico da sua placenta, chamado “exame histopatolégico”, que também é
realizado de rotina em todas as placentas na Maternidade do IFF/Fiocruz, e pedir sua
autorizacdo para que possamos analisar um fragmento da sua placenta por meio da
técnica que identifica o DNA do agente causador da toxoplasmose.

TCLE versdao 3

Rubrica participante Rubrica pesquisador
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Os possiveis riscos pertinentes a coleta de sangue como ocorréncia de hematomas e
inchacos locais podem ser evitados. Os cuidados para impedir que eventuais problemas
ocorram durante essas coletas serdo tomados, pois serd realizada por profissional
treinado e utilizando procedimentos padrdes de coleta.

A qualquer momento do estudo, vocé poderd tirar o seu consentimento, sem prejuizo
para vocé ou seu bebé. As informacgdes séo confidenciais e ndo serdo identificadas. Em
qualquer etapa do estudo vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento das davidas.

Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, pois todas
suas etapas serao realizadas apenas nos dias que vocé devera comparecer para suas
consultas regulares do pré-natal. Também n&o ha compensacao financeira relacionada
a sua participagao.

Vocé recebera uma via idéntica deste documento assinada pelo pesquisador do estudo.
E garantido o direito a indenizac&o diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.
Os possiveis riscos decorrentes da pesquisa como quebra de sigilo e confidencialidade
poderao ser evitados utilizando cédigos que nao permitirdo a identificacdo do paciente.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Nacional de Saude da Mulher, da
Crianca e do Adolescente Fernandes Figueira (IFF/Fiocruz) encontra-se a disposicao
para eventuais esclarecimentos éticos e outras providéncias que se facam necessarias
(E-mail: cepiff@iff.fiocruz.br; Telefone: 2554-1730; Fax: 2552-8491).

Eu, , acredito ter sido
suficiente esclarecida a respeito das informagbes e concordo voluntariamente em
participar desse estudo.

Declaro que li e entendi todo o contetdo deste documento.

Assinatura do
paciente:
Data: / /
Telefone:

Nome da testemunha

Documento:
Endereco/Telefone:

Assintura:

Data: / /

Investigador que obteve o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Nome:
Assinatura:

TCLE versao 3

Rubrica participante Rubrica pesquisador
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Termo de Assentimento informado — criancas/ adolescentes entre 12 e 18 anos

PROJETO DE PESQUISA — DIAGNOSTICO PRE-NATAL DA TOXOPLASMOSE
ATRAVES DA UTILIZACAO DE TECNICAS MOLECULARES
Instituicdo: Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianga e do Adolescente
Fernandes Figueira
Pesquisadores responsaveis: Bianca Balzano De La Fuente Vilar

Leticia da Cunha Guida

Assentimento informado para

Vocé que tem toxoplasmose, esta sendo convidada a participar de uma pesquisa que
ird avaliar uma técnica diagnéstica que permite identificar o DNA do agente causador
da toxoplasmose.

Estamos convidando vocé e todas as criancas e adolescentes entre 12 e 18 anos
gravidas que tem toxoplasmose para participar desta pesquisa. Discutimos esta
pesquisa com seus pais ou responsaveis e eles sabem que também estamos
conversando com vocé para ver se vocé concorda em participar da pesquisa. Seus pais
ou responsaveis também irdo assinar um documento como este.

Vocé pode discutir qualquer coisa deste documento com seus pais, amigos ou qualquer
um com quem voceé se sentir a vontade de conversar. Pode haver algumas palavras que
nao entenda ou coisas que vocé queira que eu expligue mais detalhadamente porque
vocé ficou interessado ou preocupado. Por favor, peca a qualquer momento e eu
explicarei.

Durante a pesquisa, devera fazer consultas médicas, exames de sangue, exames de
ultrassonografia e exame de amniocentese, como ja € feito de rotina no pré-natal de
gestantes com toxoplasmose. Além disso, gostariamos de solicitar seu assentimento
para realizar esse exame que identifica o DNA do agente causador da toxoplasmose na
sua placenta e no sangue do seu bebé.

Nao falaremos para outras pessoas gue Vocé esta nesta pesquisa e também nao
daremos nenhuma informagéo sobre vocé para qualquer um que nao trabalhe na
pesquisa. Os resultados dos seus exames estaréo no seu prontuario.

Rubrica participante Rubrica pesquisador
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Fur c

As informacdes sobre vocé serdo coletadas na pesquisa e ninguém, exceto 0s
investigadores poderao ter acesso a elas. Qualquer informacao sobre vocé tera um
namero ao invés de seu nome. SO os investigadores saberdo qual € o seu nimero e
manteremos em sigilo.

Quando terminarmos a pesquisa, n0s sentaremos com vocé e seus pais e falaremos
sobre o0 que aprendemos com a pesquisa e como ela pode ajudar vocé. Eu também |he
darei um papel com os resultados por escrito. Depois, iremos falar com mais cientistas
e outros profissionais, sobre a pesquisa. Faremos isto escrevendo e compartilhando
relatérios e indo para as reunides com pessoas que estdo interessadas no trabalho que
fazemos.

Este documento sera emitido em duas vias, uma para o pesquisador e outra para vocé.

Eu entendi que a pesquisa é sobre diagnostico molecular da toxoplasmose na gestacao,
e concordo em patrticipar.

Eu entendi que farei (procedimentos/exames/consulta médica).

Assinatura da crianca/adolescente:

Assinatura dos pais/responsaveis:

Ass. Pesquisador:

Dia/més/ano:

Rubrica participante Rubrica pesquisador
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Diagndstico Pré-natal da Toxoplasmose através de Técnicas Moleculares
Pesquisador: Leticia da Cunha Guida

Area Tematica:

Verséo: 8

CAAE: 14832713.7.0000.5269

Instituicao Proponente: Instituto Fernandes Figueira - IFF/ FIOCRUZ - RJ/ MS

Patrocinador Principal: Instituto Femandes Figueira - IFF/ FIOCRUZ - RJ/ MS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.587.173

Apresentacao do Projeto:
Emenda.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo da emenda:

As informacdes referentes a emenda, foram obtidas do arquivo Informacdes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1350275_E3.pdf de 16/09/2019.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
N&o foi informado alteragdes nos riscos e beneficios nas Informacdes Basicas do Projeto da emenda.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Na presente submissdo a pesquisadora vem responder as pendéncias do parecer 3.476.299 de 30/07/2019.
A pesquisadora nao informou na emenda os riscos relativos a coleta dos novos espécimes, porém informou
no novo TCLE anexado.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Respostas as pendéncias:

novos espécimes que serdo analisados - ok

Endereco: RUI BARBOSA, 716

Bairro: FLAMENGO CEP: 22.250-020
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2554-1730 Fax: (21)2552-8491 E-mail: cepiff@iff fiocruz.br

Pagina 01 de 03



INSTITUTO FERNANDES
FIGUEIRA - IFF/ FIOCRUZ - RJ/

MS

Continuacéo do Parecer: 3.587.173

que participantes terdo os novos espécimes testados - ok

Broa ™

esclarecimentos no TCLE sobre os procedimentos assistenciais e da pesquisa - ok

garantia de ressarcimento no TCLE - ok

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Todas as pendéncias do parecer 3.3476.299 foram atendidas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_135027| 16/09/2019 Aceito
do Projeto 5 E3.pdf 16:25:52
TCLE / Termos de | TCLE.docx 16/09/2019 | Leticia da Cunha Aceito
Assentimento / 16:18:32 | Guida
Justificativa de
Auséncia
Outros respostaaoparecerdoCEP.doc 17/07/2019 |Leticia da Cunha Aceito

15:36:43 | Guida
Outros Formulario_dados_prontuario.docx 08/12/2017 |Leticia da Cunha Aceito
15:13:30 | Guida
Outros formulario_socio_demografico.docx 08/12/2017 |Leticia da Cunha Aceito
15:11:13 [ Guida
Projeto Detalhado / |projeto final 050813-2.doc 08/08/2013 Aceito
Brochura 14:23:04
Investigador
Outros parecertoxovicepesquisa.pdf 29/04/2013 Aceito
15:16:46
Folha de Rosto cep.pdf 18/04/2013 Aceito
01:07:32
Situagéo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
Endereco: RUI BARBOSA, 716
Bairro: FLAMENGO CEP: 22.250-020
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2554-1730 Fax: (21)2552-8491 E-mail: cepiff@iff.fiocruz.br
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Continuacéo do Parecer: 3.587.173

RIO DE JANEIRO, 19 de Setembro de 2019

Assinado por:
Ana Maria Aranha Magalhaes Costa

(Coordenador(a))
Endereco: RUI BARBOSA, 716
Bairro: FLAMENGO CEP: 22250-020
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2554-1730 Fax: (21)2552-8491 E-mail: cepiff@iff fiocruz.br
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