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RESUMO

Introdugdo: As doencas causadas por protozodrios, bactérias e virus podem levar a morte do feto, lesGo de érgdos, ou sequelas
limitada, dependendo do agente patogénico. O grupo de agentes patogénicos teratogénicos se referido como TORCH.
Objetivos: Analisar dados epidemioldgicos e os resultados soroldgicos do pré-natal em gestantes de risco, para infeccées do grupo
TORCH, detectar a presenca de Toxoplasma gondii por meio de andlise histopatoldgica e PCR nas placentas de gestantes com
sorologia positiva para Toxoplasmose.

Metodologia: Participaram deste estudo, 32 gestantes triadas pelo Servico de Ginecologia do Hospital das Clinicas Universi-
dade Federal de Goids, no qual foram coletados sangue e placenta, o material biolégico foi examinado por técnicas soroldgica,
anatomopatoldgica e molecular.

Resultados: As gestantes possuiam idade média de 26,5 anos, baixa escolaridade, com e a maioria, nGo possuiam renda
propria. A soro-positividade encontrada foi de 78,1% para toxoplasmose, 9,4% para Citomegalovirus, 9,4% para Sifilis, 3,1%
para Rubéola. A relagdo do peso placentdrio com a idade gestacional demonstrou que 43,7% baixo peso e 28,1% acima do
peso. O exame anatomopatoldgico das placentas demonstrou sinal de infeccdo em 15,6% dos casos. O PCR detectou o DNA
de Toxoplasma gondii em 60% das placentas.

Conclusédo: O grupo estudado possui de baixa renda e escolaridade. Analise histopatoldgica e molecular das placentas para a
detecgdo do Toxoplasma gondii demonstrou que a técnica de PCR é mais sensivel do que anatomopatoldgico do tecido placen-
tdrio. Os dados epidemioldgicos e soroldgicos sdo essenciais para implantagdo de programas de satide da gestante.

ABSTRACT

Objectives: To analyze the epidemiological and serological data from pre-natal examinations from pregnant women with high
risk to TORCH group infection, and to detect the presence of Toxoplasma gondii through the histopathological and PCR analysis
of the placentas from pregnant women with positive serology to toxoplasmosis.
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Methodology: 32 pregnant women triaged from the Gynecology Service of the Clinics Hospital of the Federal University of Goias
participated in this study. From them we collected blood and placenta which were examined by serological, anatomopathologi-
cal and molecular techniques.

Results: the pregnant women had an average age of 26.5 years, low education, without personal income. The toxoplasmosis
seropositivity was of 78.1%, 9.4% to cytomegalovirus, 9.4% to syphilis and 3.1% to rubeola. The relation between the placen-
tary weight with the stage of pregnancy demonstrated that 43.7% were with low weight and 28.1% were with high weight.
The anatomopathological examination go the placentas showed signs of infection in 15.6% of the cases. The PCR detected
Toxoplasma gondii DNA in 60% of the placentas.

Conclusion: the studied group has low income and education. The histopatholgical and molecular analysis of the placentas aiming
the Toxoplasma gondii detection showed that the PCR technique is more sensitive than the anatomopathological analysis of the
placentary tissue. The epidemiological and serological data are essential to the implantation of pregnant women health programmes.

INTRODUCAO

As doengas causadas por protozoarios, bactérias e virus podem
levar a morte do feto, lesio de drgios, ou sequelas limitada, de-
pendendo do agente patogénico. O grupo de agentes patogénicos
teratogénicos é referido como TOR CH (Toxoplasma gondii, Trepo-
nema pallidum, Rubella virus, Citomegalovirus, Virus Herpes simplex e
outros como, Parvovirus B19, herpes-zéster e Plasmodium falciparum™?.
Nas gestantes podem provocar alteragdes que determinam a mor-
te do concepto ou que agravam o prognoéstico neonatal como:
prematuridade, retardo de crescimento intra-uterino, anomalias
do desenvolvimento e malformacdes congénitas. Mesmo sendo
a crianca normal ao nascer, esta pode apresentar sequelas futuras,
por tanto, € importante realizar um pré-natal adequado, para evitar
danos futuros ao seu desenvolvimento’.

A toxoplasmose congénita, a principal causa de patologia fetal,
pode aparecer quando a mae esti contaminada por o protozo-
ario Toxoplasma gondii durante a gravidez®. Este protozodrio é
obrigatoriamente intracelular, tem como principais mecanismos
de transmissdo, ingestio de alimentos contaminados com oocistos
liberados nas fezes de felideos ou com cistos contento bradizoitas
e a transmissdo congénita®.

O diagnostico de toxoplasmose em mulheres gravidas sio utili-
zados testes sorologicos e Rea¢do em cadeia da polimerase (PCR).A
triagem sorologica sistematica paraT. gondii IgG e IgM, sdo realizados
no inicio da gestacio, de preferéncia durante o primeiro trimestre,
e em mulheres soronegativas realizar em cada més ou trimestre. O
rastreio permite a detec¢io de soroconversio e inicio de tratamento®’.
Apesar de rastreio é raramente realizada, nos Estados Unidos, essa
triagem ¢ obrigatdria por lei em alguns paises (por exemplo, Franca
e Austria), para facilitar a deteccio precoce da infeccio®.

Este trabalho tem como objetivos, analisar historia epi-
demiolbgica e os resultados sorolégicos do pré-natal de um
grupo de gestantes de risco, para infec¢des do grupo TORCH,
detectar a presenca de T gondii por meio de anilise histopato-
l6gica e PCR nas placentas de gestantes de risco com sorologia

positiva para o 1. gondii.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital das Clinicas, Universidade Federal de Goias (HC-
-UFG), protocolo 041/07.As gestantes foram incluidas na pesquisa
ap6s assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido e
responderem a um questionario epidemiol6gico com informagdes
sobre: idade, escolaridade, vinculo empregaticio, epidemiologia e
paridade. Este questionario serviu para estabelecer caracteristicas
socio-demograficas que podem estar associadas a infeccio pelo
T gondii. Durante o periodo correspondente de maio de 2007 a
outubro de 2008, foram acompanhadas no pré-natal de alto risco
do HC-UFG, 104 gestantes, todas foram entrevistadas, um total
de 54 gestantes se enquadrava na pesquisa por apresentarem so-
rologia positiva para algum dos agentes da TORCH, e aceitaram
participar do projeto. Durante o periodo estudado foi possivel
coletar 32 amostras placentarias. A triagem foi realizada obtendo-
-se os dados sorologicos dos prontuirios do HC-UFG. Durante o
pré-natal as gestantes foram atendidas nos postos de atendimento
do Sistema Unico de satide (SUS) e o material coletado (sangue)
foi encaminhado ao Instituto de Pesquisa, Ensino e Diagnosti-
co (IPED) da Associa¢io dos Pais e Amigos dos Excepcionais
(APAE) de Goiania, para realiza¢io dos exames sorolégicos para
sifilis, toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus, doen¢a de chagas,
toxoplasmose, e a este foi acrescido o teste de avidez da IgG
para Toxoplasma gondii. A metodologia utilizada para os exames
sorologicos foram: teste de floculagio VDRL (Veneral Diseases
Research Laboratory) e Imunofluorescéncia Indireta (FTA-ABS)
para deteccio da sifilis, teste de ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) para doenga de Chagas, toxoplasmose, rubéola
e o citomegalovirus. As gestantes que apresentaram anticorpos
especificos das classes IgM e/ou IgG em niveis elevados, pelo
menos trés vezes o valor do Cut-off da reagio de ELISA, para
as infeccdo da sindrome de TORCH foram encaminhadas ao
Servi¢o de Ginecologia e Obstetricia do HC-UFG, que possui
um Programa de Gestagio de Alto Risco que é referéncia para o

municipio de Goiania, Goias.
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Apds o parto as placentas foram coletadas pela equipe ci-
rargica do HC, cerca de 10 gramas da placenta foi armazenada
em solugio fisiologica a 0,9% em frasco estéril e processada no
Instituto de Patologia Tropical e Satde Puablica (IPTSP) para
o diagndstico parasitologico de identificacio do T. gondii por
PCR, e a outra parte da placenta foi armazenado em solucio
de Formol a 10% para o anatomopatoldgico. A placenta foi
analisada por exame macroscopico e microscopico utilizando
o protocolo para o anatomopatolégico de Benirschke; Kau-
fmann’. O DNA do tecido placentario foi extraido segundo
recomendac¢io InvitrogenTM PureLinkTM Genomic DNA
Purification Kit®, Carisbad, CA, USA. A reacio de PCR foi
realizada com volume final de 25 pL, contendo 10 mM TRIS
HCI (pH 9,0), 3,5 mM MgCl2,0,2 U de Tag DNA Polimerase
(Invitrogen), 0,5 mM de cada dNTP (Sigma Chemical Co.,
USA), 25 pmoles de cada primer (Invitrogen) e 2 uL de DNA
molde. As reacdes foram realizadas no termociclador Master
Cycler Persona®l. O programa de amplificagio foi consti-
tuido de uma desnaturacio inicial a 94°C (5 min), 35 ciclos
de desnatura¢ao a 94°C (1 min), anelamento a 62°C (1 min)
e extensdo a 72°C (1 min), seguida de extensio final a 72°C
(10 min). As rea¢des foram realizadas em duplicata, utilizando
uma sequéncia do gene B1 do T gondii. Os pares de primers
utilizados foram: Toxo-T1 (5’-ATG GTC CGC CCG GTG
TAT GAT ATG CGA T -3’), Toxo-T2 (5’-TCC CTA CGT
GGT GCC GCA GTT CCT -3)". Os produtos amplifica-
dos pela PCR foram visualizados por eletroforese em géis de
poliacrilamida a 6% revelados pela prata''. Foram utilizados
tecidos de camundongos infectados com a cepa RH como
controles positivos, e de animais sem infec¢do como controle
negativo. Os resultados foram analisados estatisticamente no
programa Sigma Stat, todas as varidveis foram testadas quanto
a distribui¢do normal e variancia homogénea. As diferencas

observadas foram consideradas significantes quando p<0,05.

RESULTADOS

Dados socio-demogrdficos: As caracteristicas maternas como:
faixa etaria, paridade, escolaridade, vinculo empregaticio e epide-
miologia foram analisados de acordo com o questionario aplicado
as gestantes, logo apds o aceite em participar da pesquisa, os dados
estio representados na tabela 1.

Sorvopositividade para TORCH: Das 32 amostras analisadas
62,5% (20/32) tinham sorologia IgM e IgG positiva para toxo-
plasmose, 15,6% (5/32) somente IgG, totalizando 25 pacientes
com sorologia para 1. gondii, 9,4% (3/32), para Citomegalovirus,
9,4% (3/32) com sorologia positiva para Sifilis, 3,1% (1/32),
com sorologia positiva para Rubéola e nenhuma com sorologia

positiva para Herpes.

Teste de Avidez para Toxoplasmose: Nas 25 amostras soro-
positivas para T gondii, foi realizado o teste de avidez sendo que
4% (1/25) apresentou baixa avidez, estando no 3° trimestre da
gravidez, 12% (3/25) apresentaram resultados indeterminados,
sendo que um das gestantes nio tinha dados sobre o periodo de
gravidez e as outras duas, estavam no segundo trimestre, estas ges-
tantes foram consideradas com indicativo de infec¢io recente; e
84% (21/25) apresentaram alta avidez, indicativo de infec¢io tardia.

Andlise macroscopica da placenta: O peso da placenta rela-
cionado com a idade gestacional demonstrou que 28,1% (9/32)
das placentas tiveram peso normal; 43,8% (14/32) apresentaram
peso menor do que o esperado para a idade gestacional, e 28,1%
(9/32) apresentavam-se com peso maior que o normal. Dentre
as 25 mulheres com sorologia positiva para toxoplasmose; 28%
(7/25) das placentas tinham baixo peso; 44% (11/25) estavam
acima do peso e 28% (7/25) apresentavam peso normal para idade
gestacional (Tabela 2). Esses dados foram realizados com base a
tabela de peso placentirio de Boyd & Hamilton'.

Analise Microscopica da Placenta: Nas 32 amostras placen-
tarias analisadas, os resultados foram compativeis com processo
infeccioso especifico em 15,6% (5/32). Dessas cinco placentas
que apresentaram presenca de infeccio, 80% (4/5) perten-
ciam a mies com sorologia positiva para toxoplasmose e 20%
(1/5) apresentou sorologia positiva para rubéola. Nio foram
observadas alteracdes morfoldgicas relacionadas a infec¢io
nas placentas das pacientes com sifilis e citomegalovirus. As
principais alteragdes placentarias encontradas foram associadas
a infec¢des por via hematogénica ou ascendente sendo obser-
vado: corionite em 40% (2/5) das placentas, corioamnionite
também em 40% (2/5) e vilosite em 20% (1/5).

PCR: Foi realizada nas 25 amostras de placentas das
gravidas que apresentavam sorologia positiva para 1. gondii.
A reagido foi realizada em duplicata, sendo que o resultado
considerado positivo ou negativo, quando concordante em
duas rea¢des, no caso de davida uma terceira reag¢io foi rea-
lizada. Foi possivel detectar a presenca de 1. gondii, em 60%

(15/25) das amostras analisadas.

DISCUSSAO

A iniquidade na assisténcia a gestante® e a falta de protocolo
nacional de atendimento as gestantes, gera multiplos problemas
para implantac¢io de programas de satde tanto da gestante como
no controle das doencas de transmissio congénita'. O conhe-
cimento sobre a epidemiologia, clinica e dados laboratérios das
gravidas de risco s3o suma importancia.

As gestantes que participaram desta pesquisa tinham idade
média de 26,5 anos, Considerando-se a faixa etaria, identifica-

-se maior prevaléncia de anticorpos IgG em gestantes na idade
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adulta, o que pode ser explicado pelo aumento da exposi¢io a
fontes de infec¢io ao longo de sua vida, dado este corroborado
pela revisio de Elsheika®.

Dados relatados na literatura como por Varella e colabora-
dores'®, informam que, entre todas as varidveis estudadas, o que
leva a um maior risco de adquirir toxoplasmose é uma edu-
ca¢io de nivel inferior a nove anos de escolaridade, resultados
semelhantes foram relatados por Avelino et al.'”, onde mulheres
gravidas, com baixo nivel educacional e baixa renda (menos
de dois salarios minimos) mostraram uma maior chance de
infeccio de toxoplasmose. Trabalho recente também demons-
trou que gestantes com até oito anos de escolaridade possuem
1,8 vezes mais o risco de se infectarem18. Estes resultados
enfatizam a importancia de investir em educa¢io como meio
de promogio a satide da populagio'™'®!5,

Pode-se observar que a maioria das gestantes (72%) reside no
municipio de Goiania sendo este dado justificado pelo sistema
de descentralizacio de atendimento do SUS, onde as pacientes
s3o atendidas em seu proprio municipio.

Os dados demonstram que soroprevaléncia de anticorpos
anti-T. gondii foram de 79%, seguida de 9% para citomegalovirus,
9%para sifilis e 3% para rubéola, estes resultados reforcam e corro-
boram com a alta soroprevaléncia e importancia da toxoplasmose
em Goias, estando de acordo com os dados obtidos por Avelino,
em Goianial9 que demonstrou que 65,8% das mulheres em idade
fértil, possuiam sorologia positiva para toxoplasmose °.

Alguns estudos relacionam as infec¢des placentarias com
um aumento no peso e volume da placenta é resultado do
edema em resposta a reacio inflamatdria'>?’. A anilise ma-
croscopica das placentas, neste estudo, demonstrou que 43,8%
eram de baixo peso para idade gestacional, contrariando outras
pesquisas, como a de Garcia®', que descreve que nas infeccdes
hematogénicas o aspecto macroscOpico apresenta um au-
mento do peso e volume da placenta causada principalmente
pelo edema viloso. Em outro estudo realizado por Garcia &

Bittencourt®

afirma que na placentite aguda causada pela
toxoplasmose, na analise macroscopica a placenta apresenta
um discreto aumento de peso e volume. A presenca de altera-
¢oes histopatologicas compativeis com infec¢do especifica no
exame placentirio foi verificada somente em cinco placentas
que correspondem a 15,6% dos casos, desses 80% (4/5) das
gestantes tinham anticorpos IgM para toxoplasmose e uma
anticorpos IgM para rubéola. Os resultados especificos que
podem ser relacionados com infec¢des parasitaria, incluiram,
com mais frequéncia, a corioamnionite aguda, a amnionite e
a vilosite?”?? Nos dados de Knox & Fox??, a vilosite cronica
¢ um importante achado patolégico na placenta, porém em

sua maioria ¢ de etiologia desconhecida pode ser encontrada

em casos de infec¢des especificas, como citomegalovirus,
toxoplasmose, rubéola® .

O teste de avidez tem sido utilizado para definir se a in-
fec¢io € recente ou tardia, em infec¢des de até quatro meses,
os indices de avidez quando sio inferiores a valores a 40%, sao
caracterizados como baixa avidez, e se ocorreu ha mais de seis
meses os titulos permanecem acima de 60% de anticorpos de
alta avidez %. Das 25 pacientes que tiveram sorologia positiva
para toxoplasmose, 23 (92%) fizeram o teste de avidez da IgG,
sendo que s6 uma (4%) apresentou baixa avidez, indicativo
de infeccido recente, trés (12%) apresentaram resultados inde-
terminados e 21 (84%) apresentaram alta avidez, indicativa de
infec¢ido que ocorreu hd mais de quatro meses, estes dados sdo

1.>, demonstrando

corroborados pelo trabalho de Rahbari et a
que o teste de avidez pode ser importante para indica¢io do
periodo de infeccio pelo T. gondii. Devido a importancia da
toxoplasmose, e da maioria das pacientes serem de risco para
toxoplasmose congénita, enfatizamos a pesquisa de T. gondii
nas placentas pela PCR, procedimento indicado por Garcia &

Bittencourt®

, como subsididrios que podem ser usados para
complementacdo dos exames. O exame de PCR ¢é usado na
detec¢io do DNA do parasito. Esse exame foi realizado nas
placentas das 25 gestantes que apresentaram sorologia positiva
para toxoplasmose e dessas a PCR demonstrou a presenca do
T gondii em 60% das amostras, sendo considerada uma por-
centagem relevante, frente aos dados sorologicos e de avidez
obtidos no soro das pacientes, apesar de nio ter sido possivel o
acompanhamento dos recém-nascidos destas mulheres, salien-
tamos a necessidade do acompanhamento dos recém-nascidos
destas gravidas, pois a correlagio da presenga de T. gondii na
placenta com a ocorréncia de infec¢io fetal é muito eleva-
da®®. Na fisiologia da toxoplasmose congénita a placentopatia
precede sempre a fetopatia, e a transmissio materno-fetal se

faz pela via hematogénica®

.Apesar da importancia da analise
histopatoldgica das placentas e de todas as informacdes obtidas
em nosso trabalho, foi possivel detectar o DNA do parasito
em 60% das pacientes com sorologia positiva para T. gondii,
ressaltando a sensibilidade da técnica para detec¢io do parasito
em rela¢do a anatomopatologia, para detec¢io do parasito. Na
comparag¢io feita entre os exames mostrou-se que o exame
anatomopatoldégico do tecido placentirio apresentou baixa
sensibilidade, no diagnostico das infec¢des do grupo TOR CH.
O pré-natal é de suma importancia no acompanhamento das
gestantes e detec¢do da gravidez de risco. Portanto, quanto mais
completa a avaliacio epidemioldgica e clinica com auxilio dos
diferentes métodos laboratoriais, melhor serd o prognéstico
dos recém-nascidos de mulheres soropositivas para os agentes
causadores da sindrome de TORCH.
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Tabela 1- Dados s6cio demograficos de 32 gestantes associadas a faixa etaria,
paridade, escolaridade, vinculo empregaticio, epidemiologia das gestantes
com sorologia positiva para infeccées do grupo TORCH

CARACTERISTICAS n Y

Idade Materna

15 a 24 anos 19 504

25 a 34 anos 8 250

= 35 anos 5 15,6

Paridade

Nio declarou 1

| gestacdo 17 5312

2 pestagdes 9 282

3 pestacdes 1 3.1

>4 gestagdes 4 12,5

Escolaridade

Mio alfabetizada 2 6,3

Ensino fundamental 10 31,2

Ensino médio 20 62,5

Vinculo Empregaticio

Empregadas 4 12,5

Desempregadas 24 75,0

Trabalho informal 4 12,5

Regides do Centro Oeste

Goidnia 23 72,0

Outros municipios do Estado de Goias 9 230

PESO PLACENTARIO TORCH TOXOPLASMOSE

n % n %

MNormal 9 28,1 7 28

Abaixo do Peso 14 43, 8% 7 28 Tabela 2- Alteracdes do
peso placentério em

Acima do Peso 9 28,1 11 44* gramas relacionado a
idade gestacional em

TOTAL 32 100 25 100 S oreiogia positva
para TORCH
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