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Comparacao de métodos de identificacdo de imunoglobulinas para diagnéstico de toxoplasmose

Resumo

O Toxoplasma gondlié um protozoario de grande abrangéncia, causador da toxoplasmose. Possui grande impacto
na salde publica, pois €& preocupante em pacientes Imunodeprimidos, com disturbios psiquiatricos e
principalmente em gestantes, podendo causar sequelas irreversiveis para o feto ou causar aborto. A epidemiologia
da toxoplasmose apresenta seroprevaléncias diversificadas, dependendo de habitos alimentares e da qualidade
da agua. A interpretacado da sorologia é importante para que os possiveis danos da infeccao sejam sanados. Os
diferentes métodos de diagnostico da toxoplasmose existentes no mercado possuem sensibilidade e especificidade
variaveis, sendo da responsabilidade dos profissionais de salide a escolha do melhor método. No entanto, a busca
por métodos mais eficazes e com melhor resposta, sendo também economicamente mais vidveis. Assim, esta
pesquisa teve como objetivo principal a utilizacdo de duas técnicas espectroscépicas (Raman e FTIR -
Fourier Transform infrared) para a deteccdo de anticorpos antitoxoplasmose no sangue de pacientes, por
comparacao com o método tradicional de ECLIA (efetroquimioluminescéncia). Além da comparacao dos métodos
foi também efetuado um perfil epidemiologico da populacao de modo a identificar os fatores que séo responsaveis
pela distribuicao da doenca na regido estudada. Foi também realizado um estudo econémico de comparacdo dos
testes. Um total de 400 amostras foram coletadas em um laboratdrio de analises clinicas da cidade de Natal
(Brasil) e estas foram preparadas para posterior analise nos aparelhos e o resultado dicotdmico
(auséncia/presenca das imunoglobulinas) foi analisado por estatistica multivariada. Nestas metodologias foram
obtidos espectros especificos, baseados em mudancas nas bandas através da transformacdo das moléculas para
ambos os anticorpos (IgG/IgM). Foram utilizados métodos estatisticos para avaliar a sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e negativo, indice Kappa, curva ROC, regressao logistica binaria e verossimilhanca positiva
e negativa, além da relacdo custo - efetividade dos métodos espectrofotométricos testados, por comparacdo com
o ECLIA. Analisando os resultados da epidemiologia verificou-se que as variaveis faixa etaria, sexo e conhecimento
da doenca sdo fatores de risco para a presenca de IgG. A curva ROC estimada para o modelo foi de 0,614,
indicando que o modelo prediz corretamente o resultado para IgG em 61,4% dos casos. O perfil sorolégico, pela
medicao do ECLIA, dos pacientes analisados permitiu identificar suscetibilidade ao 7. gondii de 35%. As amostras
detentoras da IgG obtiveram a frequéncia de 65%. A partir dos resultados dos espectros produzidos por Raman e
FTIR, gerou-se um resultado dicotdmico (Positivo/Negativo) para as amostras onde foram realizadas as analises
estatisticas. Encontraram diferencas espectrais em faixas especificas, evidenciando mudancas estruturais nas
moléculas presentes nas amostras, utilizando ambos os métodos. Com relacdo a deteccdo de IgG, o Raman
apresentou resultado satisfatorio em todas as variaveis estatisticas (IC 95%). O desempenho na deteccéo de IgM
apresentou bom resultado na variavel especificidade e Valor Preditivo Negativo (VPN). O FTIR apresentou
desempenho abaixo do Raman tanto na deteccao de IgG, quanto na de IgM. A avaliacdo econdmica das técnicas
identificou o Raman como a técnica de melhor custo efetividade, por conta de sua sensibilidade na deteccédo de
IgG e IgM e melhor custo minimizacdo, ou seja, o custo sem levar em consideracao o valor efetivo da técnica
(custos e deteccao de 1gG/IgM). De um modo global, os resultados demonstram que a espectroscopia Raman tem
maior potencial de ser aplicado /7 vitro para classificar as imunoglobulinas de interesse, possuindo vantagens em
relacdo ao FTIR. O Raman pode ser usado para complementar ou substituir o teste ECLIA, tornando-se uma
ferramenta clinica importante e mais economica que permite atuar na triagem sorologica da populacdo com
relacao a toxoplasmose.

Palavraschave: Epidemiologia. Espectrofotometria. Imunoglobulinas. Toxoplasma.



Comparison of identification methods of immunoglobulins for diagnosis toxoplasmose

Abstract

Toxoplasma gondli is a large protozoan, which causes toxoplasmosis. It has a great impact on public health,
specially in immunosuppressed patients, patients with psychiatric disorders, and in pregnant women that may
cause irreversible sequelae to the fetus or cause abortion. The epidemiology of toxoplasmosis presents diverse
seroprevalences, depending, for instances, on dietary habits and water quality. Interpretation of serology is
important, so that possible damage from infection is remedied. The different methods of diagnosis of toxoplasmosis
in the market have variable sensitivity and specificity, and health professionals are responsible for choosing the
most appropriate method. However, the search for more effective methods, with better response, being also
economically viable. Thus, the main objective of this research was the use of two spectroscopic techniques (Raman
and FTIR - Fourier transform infrared) for the detection of antitoxoplasmosis antibodies in the blood of patients, by
comparison with the traditional method of ECLIA (electrochemiluminescence). In addition to the comparison of the
methods, an epidemiological profile of the population was also carried out in order to identify the factors that are
responsible for the distribution of the disease in the studied region. An economic study comparing the tests was
also carried out. A total of 400 samples were collected in a clinical laboratory in the city of Natal, Brazil, and these
were prepared for later analysis by the different methods and the dichotomous result (absence / presence of
immunoglobulins) was analyzed by multivariate statistics. In these methodologies specific spectra were obtained,
based on changes in the bands through the transformation of the molecules for both antibodies (IgG/IgM).
Statistical methods were used to evaluate the sensitivity, specificity, positive and negative predictive value, Kappa
index, ROC curve, binary logistic regression and positive and negative likelihood, as well as the cost - effectiveness
of the spectrophotometric methods tested, in comparison with ECLIA. Analyzing the results of epidemiology, it was
verified that the variables age, sex and knowledge of the disease are risk factors for the presence of IgG. The
estimated ROC curve for the model was 0.614, indicating that the model correctly predicts the IgG resultin 61.4%
of the cases. The serological profile, through the ECLIA measurement, of the patients analyzed allowed the
identification of susceptibility to 7. gondii of 35%. |gG samples had a frequency of 65%. From the results of the
spectra produced by Raman and FTIR, a dichotomous result (Positive / Negative) was generated for the samples
where the statistical analyzes were performed. It were found spectral differences in specific bands, evidencing
structural changes in the molecules present in the samples, using both methods. Regarding IgG detection, Raman
presented satisfactory results in all statistical variables (95% Cl). The performance in the detection of IgM showed
good results in the variable specificity and Negative Predictive Value (NPV). FTIR presented lower performance in
compared to Raman in the detection of both IgG and IgM. The economic evaluation of the techniques identified
Raman as the most cost-effective technique, due to its sensitivity in the detection of IgG and IgM and better cost
minimization, that is, the cost without taking into account the effective value of the technique (costs and detection
IgG / IgM). In conclusion, the results demonstrate that Raman spectroscopy has a greater potential to be applied
in vitro to classify the immunoglobulins of interest, having advantages over FTIR. Raman can be used to supplement
or replace the ECLIA test, making it an important and cost-effective clinical tool that allows the population to perform
serological screening for toxoplasmosis.

Keywords: Epidemiology. Immunoglobulins. Spectrophotometry. Toxoplasmosis.
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“Tenho a impressao de ter sido uma crianca brincando a
beira-mar, divertindo-me em descobrir uma pedrinha mais
lisa ou uma concha mais bonita que as outras, enquanto o
imenso oceano da verdade continua misterioso diante de
meus olhos”.

(Isaac Newton)
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1.1 Introducao

A toxoplasmose é uma zoonose que se caracteriza por ser uma doenca de ampla diversidade
geografica e de hospedeiros, incluindo varias espécies de mamiferos e aves (Tenter et al., 2000), causada
pelo 7oxoplasma gondi. Estudos de prevaléncia apontam para um elevado numero de infectados, tanto
em humanos como em animais, contudo, a fase grave desta doenca ndo se apresenta na mesma
proporcao (Dubey & Beattie, 1988). Na maioria dos casos, a toxoplasmose é assintomatica e em outros,
pode causar danos graves ao individuo, principalmente em recém-nascidos e em individuos
imunossuprimidos. Esta parasitose pode ser adquirida por fonte direta ou indireta isto ¢, pela aquisicao
do patdogeno sem interferéncia de veiculo de transmissdo ou pela transferéncia do agente etioldgico

através de propagadores animados ou inanimados (Simdes et al., 2015).

1.2 Agente etioldgico

O 7. gondii é um parasita intracelular obrigatdrio do reino Protoctista, sub-reino Protozoa, Filo
Apicomplexa, classe Sporozoea, familia Toxoplasmatinae, ordem Coccidia, ciclo de vida heteroxeno (seu
desenvolvimento acontece em dois hospedeiros de espécies diferentes) e eurixeno (vivem em diferentes
hospedeiros). Este parasita é responsavel por um alto indice de infeccdo, atingindo cerca de um terco
da populacdo mundial (Meroni & Genco, 2008), e alcancando de 10 a 50% de prevaléncia em alguns
paises. Esta zoonose é considerada de grande distribuicdo (Silva et al., 2003), podendo o parasita ser
encontrado em diferentes exsudados de animais infectados (Dubey et al., 1995). Os parasitas do filo
Apicomplexa desencadeiam varias patologias humanas importantes. Como eucariontes, eles
compartilham uma série de caracteristicas e caminhos celulares com suas respectivas células

hospedeiras (Latr et al., 2017).

Estudos feitos em roedores, por Nicolle e Manceaux em 1909 (Nicolle & Manceaux, 1909), na
Africa do Sul, foram determinantes para o estudo da biologia do parasita, que foi inicialmente
denominado de Leishmania gondii, recebendo posteriormente a nomenclatura atual. Simultaneamente,
no Brasil, Splendore, em 1908, identificou o parasita em um coelho no estado de Sao Paulo (Splendore,
1908). Apesar do isolamento do agente ter ocorrido no inicio do século, apenas na década de 70 foram
descritas a sua natureza coccidiana, bem como seus hospedeiros definitivos e intermediarios (Frenkel et

al., 1970).

Em 1923, foi relatado um caso de infeccdo de retina, numa crianca com hidrocefalia e
microftalmia, com 7. gondii (Janku, 1923). Mas a associacdo entre hidrocefalia e toxoplasmose sé

ocorreu cinco anos apos, com os trabalhos de Levaditi (1928). Em 1937, um caso de toxoplasmose
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infantil foi relatado em associacdo a encefalite granulomatosa, afirmando que o 7. gondiiera o agente
causador da doenca (Dubey, 2009b). O primeiro caso de toxoplasmose contraida por um jovem adulto
foi descrito por Pinkerton e Weinman (1940). Somente em 1948, 40 anos depois da observacdo de
Splendore sobre o protozoario que desencadeia a toxoplasmose, foi obtido o teste soroldgico mais
especifico para toxoplasmose humana, o “dye test” (Tenter et al., 2000). Os avancos nos estudos sobre
o 7. gondii foram intensificados entre 1983 e 2008, quando se descobriu a biologia parasitaria do
protozoario (Ferguson, 2009). Os avancos nos estudos da genética dos parasitas proporcionaram aos
cientistas o conhecimento necessario para entender o comportamento do 7. gondii (Soete et al., 1993),

suas manifestacdes clinicas (Dubey, 2009a) e o seu diagndstico laboratorial (Boothroyd, 2009).

A descricdo sobre a infeccdo congénita ocorreu nos Estados Unidos da América por Wolf &
Cowen (1937), ao relatar a existéncia do 7. gondliiem lesdo do sistema nervoso central de uma crianca

falecida com um més de vida.

1.3 Ciclo de vida e morfologia

A Figura 1 ilustra, de forma resumida, o ciclo da doenca. A fase sexuada ocorre no epitélio do
intestino de felideos que excretam oocistos em suas fezes (esporozoitos infectantes) (Hutchison, 1965).
Os felideos sao infectados ao ingerir o hospedeiro intermediario (roedores e outros animais)
com Toxoplasma e isso faz com que eles eliminem oocistos imaturos nas suas fezes. A fase assexuada
ocorre fora do intestino e acomete animais homeotérmicos (Dubey, 1994; Luzon et al., 1997). A alta
infectividade do parasita decorre da sua inespecificidade, ja que pode se propagar em qualquer célula
nucleada, multiplicando-se por cissiparidade (biparticao) e endodiogenia sob as formas de taquizoitos
(forma de multiplicacao rapida) e bradizoitos (forma de multiplicacdo lenta), estes ultimos no interior dos

cistos tecidulares (Luzon et al., 1997; Meireles, 2001).

As organelas sao tipicas de outros grupos Apicomplexa: conoide, anel polar, microtubulos

subpeliculares, roptrias, micronemas e granulos densos (Neves et al., 2011).
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Figura 1 - Ciclo biologico do 7. gondii (Neves et al., 2011)

O 7. gondii apresenta uma diferenciacdo em sua morfologia e esta depende do habitat e do
estagio evolutivo em que o parasito se encontra, possuindo trés estagios: taquizoitos (Figura 2),
bradizoitos (Figura 3), contidos em cistos tecidulares, e esporozoitos localizados em oocistos
esporulados, todas infectantes, seja no hospedeiro intermediario ou definitivo (Acha & Szyfres, 1987;

Dubey, 1986, 1998).
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v
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Figura 2 - Imagem de taquizoitos de 7. gondii- é possivel distinguir nucleo e citoplasma e o microrganismo
lembra um plasmocito em miniatura, sendo o nucleo excéntrico (Retirado de UFRGS, 2018)

Através da circulacdo sanguinea/linfatica, os taquizoitos podem albergar células nucleadas
presentes no organismo (Wong & Remington, 1993), sendo responsaveis pelos sinais clinicos
caracteristicos da doenca (fase aguda). Os taquizoitos possuem forma arqueada, onde uma extremidade
¢ afilada e outra é arredondada. Esta é a forma mais sensivel do parasita, sendo vulneravel as condicoes
ambientais como: suco gastrico, temperatura e osmose (Neves, 2016), mas é a forma que possui mais

importancia epidemioldgica, por ser transmitida verticalmente (na gestacao).

A fase cronica da doenca é caracterizada pela formacao de bradizoitos (Figura 3) envolvidos por
uma parede cistica, sendo a formacao caracteristica localizada principalmente no cérebro, musculos e
retina (Dubey et al.,, 1970). Os bradizoitos sdo formas resistentes a algumas intempéries, como:
resfriamento a 4°C por 30 dias e a acdo de enzimas proteoliticas. Contudo, quando submetidas a
congelamento de -20°C, aquecimento a mais de 65°C e radiacao ionizante, sdo inteiramente destruidos

(Amato-Neto, 1995; Dubey, 1986; Kotula et al., 1991; Neves, 2016).
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Figura 3 - Imagem de cisto tecidual contendo bradizoitos de 7. gondii (Retirado de UFRGS, 2018)

Dentro do cisto, os bradizoitos sao imunologicamente inertes e nao sdo eliminados pelo sistema
imune do hospedeiro. Esses cistos se formam com o inicio da resposta imune do hospedeiro, sendo uma
forma de protecdo do parasito. Tém alta afinidade pelo tecido muscular, especialmente musculo
cardiaco, sistema nervoso central e retina, pois, nestes locais, 0 acesso dos anticorpos é restrito, podendo
ser encontrados cistos em outros 6rgados e tecidos dos hospedeiros, como figado, pulmdes e rins (Dubey,
1998; Hartley & Munday, 1974; Norsworthy, 2018). A localizacdo e numero de cistos nos animais vai
depender do hospedeiro e da cepa de 7. gondii. Na maioria dos mamiferos (bovinos, gatos, ovinos e
cabras), os cistos se localizam preferencialmente no tecido muscular e menos frequentemente no

cérebro (Dubey, 1998).

As transformacdes morfologicas do 7. gondii e reativacdo de cistos teciduais tém merecido
destaque, ja que a mudanca de taquizoito para bradizoitos e vice-versa é a chave para o sucesso da

infeccao (Bohne et al., 1995; Gross et al., 1996).

Os oocistos (Figura 4), sdo as formas de resisténcia encontradas nas fezes do hospedeiro

definitivo (Dubey et al., 1970). O protozoario secreta uma parede resistente (parede cistica) que o
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protegera quando estiver em meio impréprio ou em fase de laténcia. Os oocistos ndo esporulados sao

esféricos ou subesféricos e os esporulados sao subesféricos ou elipticos (Dubey & Frenkel, 1998).

O periodo de incubacao (exposicdo de um animal a um organismo patogénico e a manifestacdo
dos primeiros sintomas da doenca) varia de 10 a 23 dias ap6s a ingestdo de carne malcozida e de 5 a
20 dias apds ingestdo de oocistos (Jones et al., 2001). A hipersensibilidade ou a acao do proprio parasita

causa intensa destruicao de tecidos do hospedeiro.

Figura 4 - Oocistos de 7. gondli, forma excretada nas fezes de felinos (Dubey et al., 1998)

Apesar do ciclo do 7. gondii ser conhecido desde a década de 1960, ainda existem aspectos que
devem ser esclarecidos (Bastien, 2002; Freyre et al., 1999), como a compreensdo molecular do
crescimento do parasita, dos mecanismos de saida da célula hospedeira € o conhecimento da

manipulacao do hospedeiro pelo parasita.
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1.4 Diversidade genética do 7. gondii

Inicialmente acreditava-se que o 7. gondliifosse um organismo de estrutura genética clonal, por
conta da ndo obrigatoriedade de reproducdo sexuada, dificultando sua variabilidade genética, do curto
periodo de producdo de gametocitos nos felideos e pela resposta imune eficiente de seus hospedeiros.
Dados indicam que a América do Sul pode ter sido o berco do 7. gondii, pois tem a maior diversidade de
cepas de qualquer regido ja examinada (Lehmann et al., 2006). Uma analise da variabilidade genética
de 7. gondli, no Brasil, possibilitou a identificacdo de 48 gendtipos, ocorrendo maior diversidade genética

neste pais do que ocorre na América do Norte e Europa (Pena et al., 2008).

Varias técnicas moleculares tém sido utilizadas objetivando o estudo dessa diversidade genética
entre diferentes isolados de 7. gondiicomo a analise isoenzimatica (Cristina et al., 1995; Dardé, 1996),
amplificacao aleatoria do ADN polimorfico (RAPD) (Ferreira et al., 2004; Guo & Johnson, 1995, 1996),
analise de microssatélites (Ajzenberg et al., 2002; Ajzenberg et al., 2005; Ferreira et al., 2004) e
polimorfismo por tamanho de restricdo (RFLP) (Carneiro, 2011; Cavalcante et al., 2007; Cristina et al.,
1995; A. de M. Ferreira, Vitor, Gazzinelli, & Melo, 2006; Howe & Sibley, 1995). Os estudos genotipicos
de 7. gondiiforam baseados na analise de isoenzimas e em marcadores de genotipagem de comprimento
de fragmentacao de restricdo de PCR (RFLP), sendo posteriormente adicionada novos marcadores para
ser uma melhor ferramenta para estudos filogenéticos (Demar et al., 2007). Estudos realizados na
década de 80 permitiram identificar cepas do 7. gondiiem virulentas e baixa viruléncia (Johnson, 1997).
As trés linhagens genéticas do 7. gondii encontradas na Europa e América do Norte foram resultado de
cruzamentos génicos entre individuos altamente similares, dando origem a progénie clonal (Boyle et al.,
2006). Nao é raro encontrar cepas diferentes no mesmo continente ou em continentes diferentes, pois
a expansao de gendtipos idénticos pode ser explicada pela acdo do homem (migracado e emigracao) e
por outros reservatorios do parasita - aves migratorias, por exemplo (Mercier et al., 2010). Dados
recentes mostraram que cepas africanas e americanas compartilham um antepassado, apoiando a
hipotese da migracao de 7. gondliiem navios junto com gatos e roedores durante o trafico de escravos
nos séculos 18 e 19 (Mercier et al., 2010). Curiosamente, os isolados sul-americanos sao diferentes dos
isolados norte-americanos, ocorrendo a diversidade alélica estimada em 10 milhdes de anos (Mercier et

al., 2010).

O 7. gondii possui genoma nuclear e organelar. Seu ADN nuclear contém aproximadamente 65
Mb (mega pares de bases de nucleotideos) e o mitocondrial conta com peso molecular de apenas 6 kb

(Sibley & Ajioka, 2008). Seus 14 cromossomos variam em tamanho de aproximadamente 2 Mb a mais
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de 6 Mb com frequéncia de recombinacao baixa, mantendo um genoma nuclear conservado, apesar da

grande variedade de hospedeiros e do ciclo sexuado n&o obrigatério (Ferreira & Vitor, 2014).

0 conhecimento da estrutura populacional de 7. gondiié de grande importancia na saude publica
e na clinica médica, pois ha correlacdo entre o genétipo do parasita e a manifestacdo da doenca
(producdo de marcadores de definam o prognédstico da toxoplasmose), levando a um tratamento
adequado aos pacientes. O curso clinico da toxoplasmose congénita difere em paises da Europa e nos

Estados Unidos, quando comparados com a América do Sul (Ferreira & Vitor, 2014).

A historia evolutiva das linhagens do 7. gondii ainda esta sendo escrita, pois precisara de mais
amostragens de diferentes continentes, e notavelmente na Asia e Oriente Médio, local de nascimento

dos felideos.

1.5 Epidemiologia

Levantamentos soroldgicos mostram prevaléncias entre 0 e 100% em varias populacdes e de 4
a 100% em mulheres em idade fértil. Ao todo, foi estimado que um terco da populacdo mundial foi
exposta ao parasita (Tenter et al., 2000). As variacdes ocorrem pela disponibilidade de oocistos presentes
no solo ou agua contaminados pelas fezes de gatos e cistos existentes na carne de animais infectados
(Cook et al., 2000). Estima-se que 30 a 90% da populacao de diferentes paises tiveram contato com o
protozoario. Sua epidemiologia é potencializada pela auséncia, em alguns casos, de sintomas, fazendo
com que seu hospedeiro espalhe os cistos. Em saude publica os cuidados sao redobrados, pois em
gestantes pode causar ma formacao fetal. Suas altas taxas de prevaléncia estao distribuidas por diversas
partes do mundo (Dubey, 2010), obedecendo a critérios culturais, educacionais e sanitarios. Em
criancas, a soroprevaléncia € relativamente baixa, aumentando de acordo com a idade e com a exposicao
a mais fatores de risco durante o transcorrer da vida (Desmonts & Couvreur, 1974; Kompalic-Cristo et

al., 2005; Wong & Remington, 1994).

Paises da Europa, Africa, Caribe e América do Sul apresentam grande prevaléncia de infeccéo
de 7. gondii (Petersen, 2007; Zuber & Jacquier, 1995). Inquéritos sorolégicos realizados entre 1999 e
2004 mostraram que 10,8% dos norte-americanos foram infectado pelo 7. gondii (Jones et al., 2007).
A populacao suscetivel a infeccao é variavel, chegando aos 86%, sendo estimada em 1,1 milhao de casos
de toxoplasmose nos Estados Unidos (Jones & Holland, 2010), obtendo ébito de 327 pacientes e 4.428
internacdes em decorréncia do 7. gondii (Scallan et al., 2011), sendo encontrada prevaléncia de 15,8%

em outros grupos (Costa et al., 2008).
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A soroprevaléncia pode variar entre paises, entre regides de mesmo pais e entre grupos étnicos
(Ertug et al., 2005). Nao ha variacao na prevaléncia entre 0s sexos, exceto se 0s habitos culturais forem
diferentes (habitos alimentares ou dogmas religiosos) e causem diferencas significativas. A distribuicao
da infeccao pelo 7. gondii é generalizada, ocorrendo variacdo em alguns paises. Uma baixa
soroprevaléncia foi observada na América do Norte, Sudeste da Asia e Norte da Europa, contrastando
com paises da América do Sul e Africa. No Sul da Europa e Norte da Africa ocorrem taxas moderadas
em torno de 30% a 50% (Bouratbine et al., 2001; Montoya & Liesenfeld, 2004; Robert-Gangneux & Dardé,
2012). As prevaléncias podem ser estimadas a partir dos métodos sorolégicos utilizados e existem

variacoes ao longo do tempo (Ertug et al., 2005; Holland, 2003; Montoya & Liesenfeld, 2004).

Os programas de rastreio, principalmente na Europa, tém demonstrado eficiéncia na diminuicdo
de casos de infeccdo. Em alguns paises pode ser observada uma soroprevaléncia de 15% a 85% na

populacdo humana (Cristo, 2005).

1.5.1 Brasil

O Brasil possui areas endémicas com alta prevaléncia de soropositividade para 7. gondii na
populacdo em geral e nas gestantes, com niimeros que variam de 50 a 80% (Bahia-Oliveira et al., 2003)
e alguns levantamentos evidenciaram alta prevaléncia de toxoplasmose congénita, toxoplasmose ocular
ou titulos soroldgicos de imunoglobulinas (Amendoeira et al., 2003; Andrade et al., 2001; Bahia-Oliveira
et al., 2001; Borges et al., 1997; Glasner et al., 1992; Neto, 2000; Rey & Ramalho, 1999; Ricciardi et
al., 1978; Souza et al., 1987).

A soroprevaléncia encontrada no Brasil varia de acordo com a regiao estudada, tornando a
infeccéo pelo 7. gondii amplamente prevalente em humanos, sendo que 50% das criancas e 80% das
mulheres em idade fértil t&m anticorpos para esse protozoario (Dubey et al., 2012). Dados relativos a
soroprevaléncia afirmam que 0,3 a 1,96/1.000 nados vivos possuem toxoplasmose congénita. As taxas
de soroprevaléncia de IgG em mulheres gravidas também é variavel, obtendo indices de 32,4% no Rio
de Janeiro a 91,6% em Mato Grosso do Sul (Figura 5) (Figueirdfilho et al., 2010). Os estudos sobre
toxoplasmose na América Latina sdo escassos, concentrando-se em sua maioria no Brasil. No ano de
2006 foi encontrada uma prevaléncia de 67,7% e no ano anterior a prevaléncia foi de 58,8% (Beck et
al., 2010). Na cidade de Recife (Brasil), foi encontrada uma prevaléncia de 75% de soroprevalentes de
IgG em doadores de sangue, nao havendo diferenca significativa entre homens e mulheres e aumentando

a prevaléncia de imunoglobulina G com o aumento da idade (Coélho et al., 2003).
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Figura 5 - Taxas de mulheres gravidas soroprevalentes em quatro regides do Brasil (Beck et al., 2010)

A toxoplasmose é mais frequente em climas quentes e em baixas altitude, pois o parasita
encontra as condicdes ideais que favorecem a esporulacéo e a sobrevivéncia de oocistos. As analises de
soroprevaléncia no Brasil, quando analisadas conjuntamente, indicam taxas variadas e relativamente

altas, possivelmente por conta do solo, agua ou alimentacao (Jones & Dubey, 2014).

1.56.2 Portugal

Os primeiros estudos sorologicos foram realizados em 1979-1980, mostrando uma prevaléncia
de 47% (Gargaté et al., 2016). Portugal € um dos paises da Unido Europeia onde é preconizado realizar
o diagndstico laboratorial sistematico da toxoplasmose a todas as mulheres gravidas (Vilares et al., 2015).
Assim, os inquéritos sorologicos nacionais deixaram de ser realizados, sendo feitos, basicamente, por

estudos pontuais (Angelo, 2003; Lopes et al., 2012).

A partir de 2011 foram criadas as orientacdes para a triagem e vigilancia de gravidez, tornando
uma doenca de notificacao obrigatdria. O rastreio faz-se por rotina soroldgica, quer na preconcepcao,
quer como parte dos cuidados pré-natais. Mulheres com imunidade documentada ndo necessitam repetir
0 rastreio sorologico da toxoplasmose, contudo, as mulheres sem histérico de rastreio devem realizar
todos os exames de rotina. Todo o diagndstico, pré e pds-natal da toxoplasmose, incluindo sorologia,
PCR e inoculacdo no camundongo, é realizado no INSA (Instituto Nacional de Saude). As analises dos

casos de toxoplasmose adquirida sdo realizadas em todo o pais. Outros centros realizam o rastreio em
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cada trimestre seguindo as normas da Direcao Geral de Saude (DGS), além de patologias associadas
aos recém-nascidos (patologias infecciosas, aneuploidias e desvios do crescimento fetal) (Santos et al.,

2017).

A prevaléncia de toxoplasmose em Portugal varia entre 35% na regido sul e 60% no norte do pais
(Angelo, 2003). Estudos realizados em hospitais e centros de saude verificaram que a prevaléncia de
infectados diminuiu em comparacdo com os primeiros inquéritos nacionais (Vilares et al., 2015). Em
outro estudo realizado na regido Norte do Pais, foi verificada uma soroprevaléncia de 24,4% em mulheres
com idades compreendidas entre os 16 e os 45 anos de idade. Esta realidade indica que 75,6% das
mulheres em idade fértil no Norte do Pais correm o risco de se infectar com este parasita (Lopes et al.,
2012), dado nao possuirem anticorpos. Dados nacionais publicados no ano de 2013 de casos clinicos
de 2009 a 2013, indicam que 43% dos infectados com o 7. gondii eram gestantes (Vilares et al., 2015).
Em relacdo as gestantes, Lobo (2017) encontrou uma prevaléncia de anticorpos de 21,9% (34/155) na
cidade de Lisboa, dos quais 10,9% (17/155) eram soropositivas para 1gG e 10,9% (17/155) eram
soropositivas tanto para 1gG quanto para IgM, enquanto 78,1% foram soronegativas para ambas as

imunoglobulinas (Lobo et al., 2017).

Dados de Vilares et al. (2015) demonstram que de 695 pacientes confirmados com
toxoplasmose, 97,9% (681) eram de casos de toxoplasmose adquirida, enquanto que 2,1% (14) eram de
origem congénita. Nos casos adquiridos, houve maior proporcao em mulheres (90,5%). Com relacéo a
faixa etaria, observou-se que a maioria das mulheres pertencia ao grupo entre 25 e 44 anos de idade
(70%), seguido do grupo etario 15-24 anos (20%), sendo a maioria dos homens pertencentes ao grupo
etario entre 0 25 e 0s 64 anos. Estudos de Lito (2013) entre 2004 e 2007 na Grande Lisboa, relataram
soroprevaléncias de 25,7% em mulheres. Neste mesmo estudo, a taxa de positividade na populacao
estrangeira foi superior em relacao as gravidas com nacionalidade portuguesa (30,6% contra 23,8%) (Lito
et al., 2013). A taxa de soroconversao estimada foi de 1,7/1000 mulheres soronegativas. Em nenhum
grupo etario a percentagem de mulheres com IgG positiva foi superior a 50%, sendo que nas mulheres
com idade inferior a 30 anos a taxa de soropositividade foi de 23% e nas mulheres com mais de 30 anos

foi de 30%. Neste estudo nao foi diagnosticado nenhum caso de toxoplasmose congénita.

Gargaté et al. (2016) mapeou a soroprevaléncia na populacao portuguesa ao longo das ultimas
trés décadas, avaliando a propagacao cronoldgica em estudos transversais com foco em mulheres.
Houve uma grande diminuicédo de casos. A tabela 1 ilustra a soroprevaléncia em quatro regides (Gargaté

et al., 2016).
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Tabela 1 — Numero (N) e porcentagem de soroprevaléncias de 7. gondiiem Portugal por regido e em diferentes
periodos temporais (Gargaté et al., 2016)

1979/1980 2001/2002 N 2013 Soroprevaléncia
Soroprevaléncia (%) Soroprevaléncia (%) (%)

Norte 405 51% (46% a 56%) 426 45% (41% a 50%) 464 13% (10% a 17%)
Centro 590 47% (43% a 51%) 426 38% (33% a 42%) 344 29% (25% a 34%)
Lisboa 302 47% (41% a 52%) 630 33% (29% a 37%) 504 23% (20% a 27%)
Sul 378 43% (38% a 48%) 171 25% (19% a 32%) 128 33% (25% a 41%)

No mesmo estudo de Gargaté et al. (2016) nao foram observadas diferencas significativas com
relacao a variavel sexo, ou seja, mantiveram-se as prevaléncias entre homens e entre mulheres, como

mostrado na tabela 2.

Tabela 2 — Numero (N) e porcentagem de soroprevaléncias de 7. gondii por sexo nos anos de 2002 e 2013
(Gargaté et al., 2016)

Masculino Feminino
N Prevaléncia (%) N Prevaléncia (%)
2002 641 35% (31% to 39%) 1016 38% (35% to 41%)
2013 638 22% (19% to 25%) 802 23% (20% to 26%)

Verificou-se que as politicas de rastreio em Portugal trouxeram grandes beneficios, pois houve
diminuicdo de soroprevalentes em gravidas nas Ultimas trés décadas (Lobo et al., 2017).

E importante destacar que a toxoplasmose congénita é uma doenca de notificacdo obrigatoria
em Portugal e seu diagnostico deve ser realizado no Laboratorio Nacional de Referéncia de Infeccoes

Parasitarias e Fungicas do Instituto Nacional de Saude.

1.5.3 OQutros paises

A Uniao Europeia (UE) possui um sistema de monitoramento e analise de informacdes baseadas
na Diretiva 2003/99/CE, que obriga os Estados-Membros da UE a fornecer dados sobre a ocorréncia
de zoonoses, agentes etiologicos, resisténcia antimicrobiana, populacées de animais vetores e surtos de
origem alimentar. A EFSA (European Food Safety Authority) é responsavel por examinar os dados e
publicacdes de relatérios anuais da UE em cooperacao com o ECDC (European Center for Disease

Prevention and Control). O ECDC fornece e analisa os dados sobre as infeccdes causadas por animais
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em humanos. Estes relatérios ilustram a evolucdo das zoonoses mais comuns que podem infectar o

homem.

Em 2008, foram relatados 1788 casos de toxoplasmose em 16 paises da UE e Espaco
Econdmico Europeu (EEE). Paises como o Chipre, Malta, Suécia e Islandia nao evidenciaram nenhum
caso. A Lituania teve a maior taxa de toxoplasmose apresentando um valor de 3,5 por 100.000
habitantes, seguida da Eslovaquia na qual se verifica um valor de 3,2 por 100.000 habitantes. A taxa
global de resultados encontrados foi de 0,76 por 100.000 habitantes. Em 916 casos (63% de casos
confirmados) estavam disponiveis informacdes acerca da prevaléncia nas diferentes faixas etarias. Assim
sendo, a faixa etaria dos 15-24 anos reporta a taxa mais elevada — 0,93 por 100.000 habitantes. Em
1022 casos (70% de casos confirmados), 30% eram do sexo masculino (308 casos) e 70% do sexo
feminino (714 casos). Deve-se levar em consideracdo que o maior nimero de casos pode estar
relacionado com a triagem relativa a gravidez, o que explica um maior niumero de infeccées no sexo
feminino e em mulheres em idade fértil (15-24 anos). Os sistemas de rastreio de toxoplasmose na
Europa nédo sao uniformes, sendo utilizado como referéncia, a prevaléncia (Villard et al. 2016). A Franca
lidera o nimero de casos de toxoplasmose congénita, até 2015, notificados pela EU/EEE com 90,1%
dos casos, 0 que podera estar relacionado com as praticas alimentares existentes neste pais (McDonald
et al., 2015). Dos 21 paises pesquisados, 13 relataram auséncia de casos de toxoplasmose. A taxa de
notificacdo foi de 7,9 casos por 100.000 nascidos vivos, representando um ligeiro aumento em
comparacdo com a taxa de 2014 que foi de 7,2 casos por 100.000 nascidos vivos (European Centre for

Disease Prevention and Control, 2018).

Os programas de triagem soroldgicas de Franca e Austria surgiram em 1975, a partir de um
monitoramento trimestral. No ano seguinte, adotou-se o monitoramento mensal (Aspock & Pollak, 1992;
Gilbert & Gras, 2003). Essas medidas foram importantes para que ocorresse uma diminuicao significativa
de casos de toxoplasmose nestes paises, garantindo assim o tratamento e o diagndstico precoce da
doenca durante a gestacado, além de outras medidas como a mudanca nos habitos alimentares e de
melhores praticas de higiene na producado de carne, medidas estas, também adotadas no Reino Unido
(Gilbert & Gras, 2003). Estes exames precoces serdo determinantes para o tipo de interacado
medicamentosa que sera administrada na paciente (Gilbert & Gras, 2003). A estimativa prevista para a
prevaléncia de mulheres soroprevalentes na Franca no ano de 2020 é de 27% (Nogareda et al., 2013).
Embora 84% das mulheres gravidas em Paris tenham anticorpos contra 7. gondii, apenas 32% na cidade

de Nova York e 22% em Londres possuem esses anticorpos (Webster, 2010).
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Na Alemanha, a partir de 2001, os casos de toxoplasmose congénita sdo de notificacao
obrigatdria, obedecendo aos critérios presentes em outros paises, como: presenca de 7. gondii em
tecidos e fluidos corporais, deteccao de IgM e 1gG anti- 7. gondiie persisténcia de IgG especificos. Estudos
de Wilking et al., (2016) na Alemanha, com 6.564 participantes mostram que a soroprevaléncia aumenta
1,09% em cada ano de idade, ou seja, individuos mais idosos, ttm maiores chances de serem
soroprevalentes para toxoplasmose. Neste mesmo estudo foi observada uma maior prevaléncia de
homens jovens e mulheres idosas infectadas. Esta alta prevaléncia, onde a cada ano cerca de 1,1% dos
adultos e 1,3% das mulheres com idades entre 18-49 serado soroprevalentes, ¢ atribuida a habitos

alimentares (Wilking et al., 2016).

Na ltalia, desde 1994, é oferecido rastreamento para toxoplasmose durante o pré-natal e no
periodo pré-concepcional ou precocemente na gestacdo, permitindo a populacdo se informar sobre
prevencao, sendo o procedimento de diagnostico inteiramente coberto pelo sistema de saude publica.
Caso haja resultados inconclusivos e casos suscetiveis ¢ aplicado um novo teste, sem definicao de

intervalo (Buffolano, 2003).

Um inquérito sorologico realizado com 47.444 individuos na China estimou uma prevaléncia de
7,9% de soroprevalentes utilizando o ensaio de imunoabsorcdo enzimatica — ELISA (Zhou et al., 2011).
Em 2010 a prevaléncia chegou a 12,3% para IgG, sendo considerada uma baixa prevaléncia quando
comparada com outros paises. A baixa prevaléncia de toxoplasmose na China pode ser atribuida a

auséncia de gatos na maioria das familias e a preferéncia das pessoas por comerem carne bem cozida.

Baixas soroprevaléncias foram encontradas na América do Norte (10 a 30%), no Sudeste Asiatico,
no norte da Europa e nos paises sahelianos da Africa. Foram encontradas prevaléncias moderadas (30
a 50%) nos paises da Europa Central e do Sul, e altas prevaléncias foram encontradas na América Latina

e nos paises tropicais africanos (Robert-Gangneux & Dardé, 2012).

No Panama, a soroprevaléncia foi relatada em 13% aos 6 anos de idade (Frenkel et al., 1995) e
90 % aos 60 anos de idade (Sousa, Saenz, & Frenkel, 1988). Os estudos no Panama, onde ocorre
ingestao de carne bem cozida, relataram um rapido aumento da soroprevaléncia durante a infancia que
provavelmente refletiu a exposicao do solo aos oocistos de 7. gondii (Sousa et al., 1988). Na cidade de
Ibadan, Nigéria, foi verificada uma soroprevaléncia de 78% entre mulheres gravidas (Onadeko et al.,
1992), 44 % entre as pessoas que vivem nas regides mais secas da Somalia e 83% na populacao do
Delta do Sul na Nigéria (Dubey & Beattie, 1988). Estudos realizados em paises escandinavos

(Ljungstrom et al., 1995) e na Inglaterra (Jones et al., 2001) apresentaram menor soroprevaléncia.
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Nos Estados Unidos, a soroprevaléncia encontrada por Jones et al. (2001) foi de 22,5% e entre
as mulheres em idade fértil foi encontrada uma soroprevaléncia de 15%. Estes resultados indicam que
os Estados Unidos € um pais com pouca soroprevaléncia de 7. gondiiem comparacao com outras
nacdes como a Franca. O fator relacionado a soroprevaléncia e idade sugere que o contato com o solo,
mais frequente na infancia, ndo é determinante para o mecanismo de transmissao, sendo a transmissao
por carne infectada o maior fator de risco da doenca nos Estados Unidos (Jones et al., 2001). As gravidas
norte-americanas nao sao rastreadas com frequéncia. Somente os casos de mulheres gravidas com
ultrassonografia fetal anormal sugestiva de infeccao congénita ou fatores de risco para infeccdo aguda
(Boyer et al., 2005; Peyron et al., 2017). Os Estados de Massachusetts e New Hampshire sdo os Unicos
a realizar a triagem neonatal (Guerina et al., 1994). O custo financeiro de complicacdes geradas pela
toxoplasmose gira em torno de US $ 3 bilhdes, sendo a segunda parasitose transmitida por alimentos
mais importante nos EUA, perdendo apenas para a salmonelose, sendo responsavel por um dos maiores
custos diretos para a assisténcia médica entre as doencas que sao transmitidas pela agua (Batz et al.,
2011; Buzby & Roberts, 1997; Collier et al., 2015). A Figura 6 relaciona a prevaléncia do 7. gond, virus
Epstein-Barr (virus EB) e o citomegalovirus (CMV) para demonstrar que as imunoglobulinas anti- 7. gondii
sao mais prevalentes em idades avancadas, enquanto que as outras doencas podem resultar em
infecces na infancia. Estimativas sugerem que 23% dos adolescentes e adultos estejam infectados
com 7. gondii, o que representa 24% das mortes por doencas transmitidas por alimentos nos EUA

(Hussain et al., 2017).
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Figura 6 - A prevaléncia tipica de anticorpos contra o virus Epstein-Barr (virus EB), o citomegalovirus (CMV) e
Toxoplasma gondii (TOXO) por idade, nos Estados Unidos (Extraido de Tortora et al., 2017)
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Os paises com clima tropical apresentam-se com as maiores prevaléncias, por conta do clima
umido e quente. Nos paises de clima temperado ou com grande aridez as prevaléncias sao mais baixas.
Além do clima e de questdo antropomorficas (habitos alimentares - método de cozinhando carne,
lavagem das maos, tipos de carne ou vegetais consumidos e limpeza de vegetais; habitos econdmicos,
sociais ou culturais; qualidade da agua; e cobertura de saneamento), o nivel socioeconémico também ¢é

um fator de aumento de prevaléncia da doenca (Robert-Gangneux & Dardé, 2012).

Surtos pontuais de toxoplasmose ocorreram por contaminacao de reservatorios de agua, como
o ocorrido no Canada em 1995, causando aumento de casos de toxoplasmose aguda e congénita (Bowie
et al., 1997; Silveira, 2002). Os surtos de toxoplasmose sdo comuns em saude publica e devem ser
analisados de forma universal, ja que podem fornecer dados sobre origem e prevencao da doenca. Para
gue a doenca nao se espalhe pela sociedade é de extrema importancia para que o poder publico tome
as devidas providéncias e crie medidas preventivas adequadas. especialmente quando a contaminacao
de um grande reservatorio de agua € implicada com uma grande populacao em risco, e um aumento da
incidéncia de infeccao por 7. gondii (Meireles et al., 2015). A tabela 3 ilustra o quantitativo de casos
confirmados de toxoplasmose congénita entre os anos de 2011 e 2015 de acordo com o Centro Europeu
de Prevencao e Controle das Doencas. Em 2017, 40 casos de toxoplasmose congénita foram relatados
na Unido Europeia por 19 paises. Sete paises (Bulgaria, Republica Checa, Alemanha, Polénia, Eslovénia,
Espanha e Reino Unido) comunicaram menos um caso confirmado de toxoplasmose, na forma congénita,
e 12 paises relataram zero casos. A taxa de notificacdo a Unido Europeia foi de 1,31 por 100.000
nascidos vivos. Também em 2017, as taxas de notificacdo especificas por pais mais elevadas foram
observadas na Eslovénia e na Polonia (9,8 e 4,7 casos por 100.000 nascidos vivos, respectivamente). A
Polénia representou 47,4% de todos os casos confirmados comunicados a nivel da Unido Europeia em
2017 e que apresentaram as segundas taxas de notificacdo mais elevadas depois da Franca, durante o
periodo de 4 anos em 2013-2016. Nao foram registrados casos fatais devido a toxoplasmose congénita

(EFSA & ECDC, 2018).
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Tabela 3 - Casos confirmados de toxoplasmose congénita: nimeros e taxa por 100.000 nascidos vivos, por pais
e ano, EU/EEA, 2011-2015 (European Centre for Disease Prevention and Control, 2018)

CC (2011) | CC (2012) | CC (2013) | CC (2014) [ CN CR CC (2015)
Palses
NE N e BN N Nt BN ASR
Alemanha 14 21120 30 0 00] 0 00} S 15 O 0,0 -
Austria - - - - - o
Bélgica - - - - - - - - - - - - -
Bulgéria 0 00| 0 00f 0 00| O 00| S ‘0 0 0,0 -
Chipre 0 00f 0 O00f O O00[ O O00fS © 0 0,0
Croacia - - - - 0 00| 0O O00S O 0 0,0
Dinamarca - - - - - - - - - - - - -
Eslovaquia 0 00[ 0 00} 2 36[ 0 00 S O 0 0,0 -
Eslovénia 0 00f 0 o0l O 00| O 00f S 1 1 4,8 -
Espanha 1 0 0 0 - N 0 0 - -
Estonia 0 00{0 00} 0 00| 0 00 S © 0 0,0
Finlandia 0 00(f 0 o0 O O00[O O0fS O 0 0,0 -
Franca 186 22,6(104 12,7| 179 22 (216 264 S 246 246 30,8 -
Grécia - - - - - - - - - - - - -
Holanda - - - - - - - - - - - - -
Hungria 0 00f 0 00 O 00| 3 32| S 1 1 1,1 -
Irlanda 1 141 14| 1 15| 0 00] S 1 1 1,5 -
Islandia - - - - - 00 0 00 S 0 0 0,0 -
Italia - - - - - - - - - - - - -
Letbnia 0 00| 1 50} 0 00| 0 00| S .0 0 0,0
Liechtenstein - - - - - - - - - - - - -
Lituania 0 00| I 33 1 33| 0 00| S 1 1 3,2 -
Luxemburgo 0 00| 1 166f 0 00| O 00| S 0O 0 0,0 -
Malta 0 00f 0 O00f O O00[ O O0fS O 0 0,0 -
Noruega - - - - - - - - - - - - -
Polénia 3 08|10 26| 18 49|20 53| S 15 15 41
Portugal - - - - - - - - - - - - -
Reino Unido 7 095 06| 2 03[ 11 14| S 7 7 0,9 -
Reptblica Tcheca 2 18/ 1 09| 0 00| 1 09| S 1 1 0,9
Roménia - - - - - - 1 05| S - - - -
Suécia - - - - - - - - - - - - -
EU/EEA 214 62 |144 42| 203 59252 72| - 28 273 79 -

Fonte: Relatorios de pais. Legenda: S = sim, - = nenhum dado informado, ASR: taxa padronizada por idade, - = nenhuma taxa de
notificacdo calculada , N (nimero), t (taxa), CC (casos confirmados), CN (cobertura Nacional), CR (casos relatados).

1.6 Transmissao

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, o 7. gondii ¢ a quarta protozoose mais
importante quando o veiculo de transmissao sao os alimentos. No contexto europeu, a toxoplasmose é
a segunda em transmissao via alimentos contaminados (Tefera et al., 2018). A contaminacao de
reservatorios por fezes de felinos infectados pode levar a surtos ou epidemias, envolvendo uma cidade
ou mesmo uma regiao (FUNASA, 2002).

Os materiais de transmissdo como carnes e leite, sdo veiculos importantes na epidemiologia da

doenca (Dubey, 1980; Dubey et al., 2009; Powell et al., 2001; Riemann et al., 1975; Skinner et al.,
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1990). O alto consumo da carne (suina, caprina e de coelhos), a viabilidade dos cistos na musculatura
destes animais por mais de 150 dias (Dubey et al., 1984) e a sobrevivéncia do 7. gondii nestes cistos
(Hill & Dubey, 2002), torna o consumo deste alimento, cru ou malcozido, um importante vetor de
transmissdo ao homem (Cademartori, 2007; Koski, 1990; Xiao et al., 2010). Estudos mostram que 30%
a 63% das infeccoes em diferentes cidades da Europa foram atribuidos ao consumo de produtos a base
de carne mal cozidas e 6% a 17% ao contato do solo (Cook et al., 2000). Além disso, os taquizoitos
podem ser encontrados no leite de hospedeiros (cabras, ovelhas e vacas). O leite ndo pasteurizado de
cabras esta associado ao quadro agudo da toxoplasmose (Bonametti et al., 1997). Algumas pesquisas
sugerem que a carne € mais importante do que os gatos na transmissao do parasita (Dubey & Beattie,
1988), sendo a prevaléncia maior da doenca em trabalhadores que lidam com carnes potencialmente

infectantes (Jones & Dubey, 2014).

A agua pode ser considerada uma importante via de transmissao para a toxoplasmose, atuando
como um disseminador de oocistos para a populacado que venha a utiliza-la (Dias et al., 2011; Lopes et
al., 2009). Trabalhadores expostos a frutas e vegetais crus ndo lavados sugerem que o0 manuseio desses
produtos parece nao ser um risco ocupacional importante para a infeccao por 7. gondii (Liesenfeld et al.,

2011).

O 7. gondii utiliza mecanismos para potencializar sua transmissao aos felideos: o parasita
remove o medo instintivo de um rato por odores de gato e, em vez disso, gera uma atracdo (Berdoy et
al., 2000; House et al., 2011). Acredita-se que essa mudanca seja uma manipulacao parasitaria do
comportamento do hospedeiro, devido ao requisito obrigatorio para o intestino do gato na reproducao
sexual do parasita. E possivel que os mecanismos empregados pelo 7. gondiipara reduzir o medo
possam fornecer uma ferramenta heuristica para o manejo clinico do medo excessivo. A presenca destes
animais e a ingestdo de salada crua aumenta em 2,6 a 3,4 vezes, respectivamente, as chances de
infeccdo de imunossuprimidos com HIV-SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida)

(Oliveira, 2016).

De fato, os felinos sdo importantes hospedeiros do 7. gondii, onde metade desta populacéo
apresenta anticorpos anti — 7. gondii (Veronesi, 1991). Nos gatos, a toxoplasmose (doenca) ndo é muito
frequente quando comparada a taxa de infeccao verificada nestes animais através de levantamentos
sorologicos (Germano, 1985). Porém, alguns felinos podem desenvolver doenca aguda. Nestes casos 0s
sinais mais frequentemente observados incluem febre, tosse, dispneia, letargia, anorexia, vomito, diarreia

e ictericia, além de alteracdes miocardicas, hiperestesia muscular, alteracbes neuroldgicas e oculares
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(Lucas et al., 1998). O quadro clinico pode evoluir para a morte, principalmente se o animal nao for
convenientemente tratado (Germano, 1985). Ha a possibilidade do ciclo do 7. gondliocorrer na auséncia
de felinos. Quando gatos jovens se alimentam com um hospedeiro intermedidrio que apresente
toxoplasmose aguda ou crbnica, comecam a aparecer oocistos imaturos em suas fezes. O mesmo
acontece se o felino se contaminar através da ingestao de oocistos esporulados. Também podem ocorrer
surtos por transmissao de cistos teciduais, contidos em alimentos compostos por carne crua ou pouco
cozida (Bonametti et al., 1997), sendo este alimento, o principal fator de risco para infeccdo com

toxoplasma.

A transmissao vertical da toxoplasmose é desempenhada pelos taquizoitos, no entanto, sua
fragilidade as condicdes ambientais (temperatura, umidade e disponibilidade de alimento) o torna um
parasita indcuo no que se refere a transmissado horizontal (Tenter et al., 2000). O transplante de 6rgaos
de pacientes infectados para pacientes sem o parasita tem sido relatado como fonte de infeccao (Tenter
et al., 2000) ja que a presenca dos taquizoitos no sangue ou tecido do doador podem resultar em
rompimento dos cistos presentes, contaminando as células do receptor do ¢6rgao (Cosme Alvarado-
Esquivel et al., 2018; Derouin & Pelloux, 2008). A transmissao da toxoplasmose congénita ocorre por
via hematogénica, sendo obrigatoria a via placentaria que ocorre em dias, podendo chegar a semanas

até a infeccao fetal (Bichara, Andrade, & Lago, 2014; Cortina-Borja et al., 2010; Wallon et al., 2013).

Outras formas de transmissao, de baixo valor epidemioldgico e com baixo risco de contaminacao,
¢ a falta de cuidados com a manipulacdo de material infectado ou acidentes laboratoriais (Barbosa et

al., 2014).

A capacidade de conversao de estagio agudo proliferativo causador da doenca, através de
taquizoitos, a um estagio crénico adormecido, na forma de bradizoitos, confere um fator critico de

transmissdo e na patogénese do 7. gondii (Jeffers et al., 2018).

1.7 Quadro clinico

1.7.1 Toxoplasmose em imunocompetentes

A toxoplasmose adquirida &, geralmente, assintomatica em 80% a 90% nos individuos que
possuem sistema imune integro. A infeccdo no homem saudavel e mulheres que nao estejam gravidas
nao representa grandes riscos de doenca. Nesses grupos os sintomas podem ser confundidos com

outras doencas, apresentando febre, cefaleias e dores musculares (Mitsuka-Bregané et al., 2010). As
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manifestacdes clinicas da toxoplasmose podem se apresentar na forma linfoglandular,

meningoencefalite, coriorretinite, pneumonite, miocardite, hepatite, miosite e erupcdo cutanea.

Apresar da meningoencefalite estar associada aos individuos imunocomprometidos, ja foram
relatados casos em individuos imunocompetentes. Os disturbios do comportamento e nivel de

consciéncia sao as principais manifestacdes (Carvalho & Farhat, 1999).

O 7. gondii é associado a mudancas de comportamento humano, personalidade e outros tracos
fenotipicos tém sido estudados com maior profundidade, muitas vezes no contexto da teoria da
manipulacado, sugerindo que muitos parasitas modificam o fenétipo do hospedeiro para aumentar suas
chances de transmissdo, sendo considerado um modelo preferido para parasitologistas evolutivos,
bidlogos e também psiquiatras (Flegr, 2013). Doencas psiquiatricas, como: esquizofrenia (Al-Hussainy
et al., 2015; Dickerson et al., 2014; Ebrahimzadeh, Shahraki, & Mohammadi, 2018; Fond et al., 2013;
Hamidinejat et al., 2010; Kannan & Pletnikov, 2012; Mortensen et al., 2007; Torrey & Yolken, 2003),
transtorno obsessivo-compulsivo (Fond et al., 2013; Miman et al., 2010), disturbio explosivo intermitente
(Coccaro et al., 2016), surtos psicéticos (Lindgren et al., 2018), depressao, bipolaridade e humor (Al-
Hussainy et al., 2015; Duffy, 2013; Halaris & Yolken, 2018), transtorno de depressao maior (Al-Hussainy
et al., 2015), agressividade e impulsividade em adultos saudaveis (Cook et al., 2015), comportamento
suicidas (Coccaro et al., 2016; Lester, 2010; Ling et al., 2012; Pedersen et al., 2012) e disturbio de
ansiedade generalizada (Markovitz et al., 2015; Suvisaari et al., 2017). A afinidade do 7. gondii com o
sistema nervoso e sua capacidade de gerar disturbios nervosos é uma nova frente de pesquisas para
estabelecer relacdes entre o parasita e hospedeiro, estabelecendo uma relacao que pode levar a novas
matrizes preventivas e terapéuticas (Al-Hussainy et al., 2015). Outros estudos, como: provavel relacao
com a doenca de Parkinson s (Fallahi et al., 2017; Miman et al., 2010) (Miman et al., 2010), epilepsia
criptogénica (Yazar et al., 2003), correlacéo positiva entre anticorpos anti- 7oxoplasma e incidéncias de
cancer cerebral (Thirugnanam et al., 2013), doencas hepaticas (Liesenfeld et al., 2011) e associacado a
hérnia abdominal (Alvarado-Esquivel., 2011). As manifestacdes psiquiatricas podem ser explicadas
através da liberacao de componentes do parasita que infectam as células cerebrais e podem ter efeitos
nas células circundantes e impactar o modo ou comportamento do hospedeiro (Carruthers & Suzuki,
2007; Kochanowsky & Koshy, 2018). Alguns estudos, ainda em desenvolvimento, tem associado a

presenca do 7. gondiia esclerose multipla (Saberi et al., 2018).

As manifestacdes clinicas no recém-nascido representam apenas 10% das anormalidades ao

exame fisico, podendo apresentar um quadro generalizado. Dois tercos dos fetos que apresentam
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sintomas que s&o localizados no sistema nervoso central e nos olhos, com microcefalia ou hidrocefalia,

convulsdes, microftalmia e catarata (Levi, 2014).

1.7.2 Toxoplasmose em imunodeprimdos

O quadro clinico da toxoplasmose em individuos imunocomprometidos pode variar conforme a
intensidade da imunossupressao (Avelino-Silva & Kallas, 2014). Os individuos imunossuprimidos,
portadores de HIV ou doenca debilitante, por seus mecanismos de defesas estarem comprometidos,
podem sofrer danos maiores tais como, cegueira e lesdes cerebrais, podendo as vezes, em casos
extremos, evoluir para a morte (Kodym et al., 2015). Em individuos imunossuprimidos, 10% a 20% dos
adultos infectados apresentam, na fase aguda da doenca, as seguintes formas clinicas: linfoglandular
(mais frequente), meningoencefalite, pneumonite, hepatite, miosite, erupcao cutanea e retinocoroidite
(Avelino-Silva & Kallas, 2014). A linfadenopatia, acompanhada de mialgia, mal-estar e febre, é a
manifestacao clinica mais frequente. Essas manifestacoes podem ser de rapida duracao ou persistirem
por meses. A encefalite, a miocardite e a pneumonite sdo manifestacdes tipicas em
imunocomprometidos. A toxoplasmose ¢ uma doenca de risco para pacientes com SIDA, ocorrendo cerca
de 10% de obitos nos EUA e até 30% na Europa (Hill & Dubey, 2002). A tabela 4 mostra as principais

manifestacdes clinicas da encefalite por toxoplasma.

Tabela 4 - Principais manifestactes clinicas da encefalite por toxoplasma em pacientes imunocomprometidos
(extraido de Souza & Belfort Jr, 2014)

Manifestacdes clinicas Frequéncia de apresentacéo
Cefaleia 49% - 63%
Febre 41% - 68%
Déficits focais 22% - 80%
Convulsoes 19% - 29%
Confuséo mental 15% - 52%
Ataxia 15% - 25%
Letargia 12% - 44%
Alteracdes de pares cranianos 12% - 19%
Alteracdes visuais 8% -15%

1.7.3 Toxoplasmose congénita
As manifestacdes clinicas da toxoplasmose atingem maior severidade quando adquirida de forma

congénita (Beverley, 1973; Daffos et al., 1988). Existem variaveis que podem ser citadas para aumentar
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0 risco de infeccao, como: idade gestacional, viruléncia da cepa do parasita, resposta imune da mae,
permeabilidade da placenta e o tratamento pré-natal (Chaudhry et al., 2014; Dunn et al., 1999). Sua
taxa de obitos varia de 40 a 50% e os neonatos sobreviventes podem adquirir sequelas irreversiveis,
como: convulsdes, espasticidade, microcefalia, hidrocefalia, meningoencefalomielite, retardamento
mental, coriorretinite, hepatoesplenomegalia, ictericia e erupcdes cutdneas (Prusa et al., 2012;
Remington et al., 2006). De entre as mulheres que foram infectadas pelo 7. gondii durante a gravidez,
39% vao transmitir a doenca ao feto, 26% das criancas vao apresentar infeccdo subclinica e 13% vao

desenvolver uma infeccao clinica (7% de forma grave e 6% de forma moderada) (Mandai et al., 2007).

A viruléncia do protozoario no feto é desencadeada de acordo com o periodo em que aconteceu
a infeccdo. Nos trés primeiros meses, a infeccao pode levar a morte fetal. No segundo trimestre o feto
apresenta hidrocefalia, com macro ou microcefalia (em 50% dos casos), retinocoroidite (em 90% dos
pacientes com infeccao), calcificacdes cerebrais (em 69%) e retardo mental ou perturbacdes neurolégicas
(em 60% dos casos); o recém-nascido também pode apresentar lesdes iniciais como nodulos miliares
disseminados por todo o encéfalo, ou em torno de focos necréticos; os ventriculos cerebrais podem estar
dilatados e as lesdes cerebrais podem se calcificar. Podem também ocorrer alteracdes, como: graus
variaveis de degeneracéo e edema de retina, lesdes vasculares da coroide, neurite dptica, microftalmo,
nistagmo e estrabismo s&o possibilidades que podem acometer pacientes (Galvan-Ramiraz & Mondragdn-
Flores, 2017). A toxoplasmose ocular congénita provoca principalmente malformacado congénita,
andtalos, aniridia congénita, catoratografia congénita, neurite dptica, estrabismo, ambliopia, nistagmo,
atrofia optica, defeitos do campo visual, etc. As lesdes oculares originadas por infeccdes adquiridas
ocorrem apos o parto, o que resultou em destruicao de tecidos e respostas inflamatorias (Zhou et al.,
2011). Essas lesoes, juntamente com as lesdes intracranianas, sao frequentes, sendo observadas em
20 a 30% dos casos aos trés anos de idade. Em alguns casos sintomaticos podem ocorrer febre, cefaleia,

fadiga e miocardite (Tenter et al., 2000).

A sobrevivéncia de criancas a toxoplasmose pode gerar, na maioria das vezes, deficiéncia mental
(Galvan-Ramiraz & Mondragon-Flores, 2017). Os danos neurolégicos e o comprometimento visual
associados a toxoplasmose congénita sao referenciados em 3% dos recém-nascidos com toxoplasmose

congénita (Cook et al., 2000; Guerina et al., 1994; Lebech et al., 1999).

1.8 Prevencao e tratamento

Medidas que possam diminuir a eliminacao de oocistos por gatos domésticos sao importantes

para reduzir a transmissdo da infeccdo para os seres humanos e outros animais (Frenkel, 1971). Para
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evitar esta transmissao propde-se manter os gatos domésticos no interior de residéncias com o minimo
de contato com o meio externo, com a alimentacéo controlada, com a oferta de racdo ou alimentos que
sofreram tratamento térmico adequado (acima de 67°C) (Dubey, 1996; Tenter et al., 2000), nao
devendo alimenta-los com carne nao cozida, visceras ou 0ssos, evitando que se alimentem de animais

vetores, como o rato.

A viabilidade dos cistos de 7. gondiiem carne suina e ovina, mesmo no interior da geladeira, &
um importante mecanismo de transmissao. Entretanto, tornam-se inviaveis em temperaturas abaixo de
-12°C ou em temperaturas superiores da 67°C (Dubey et al., 1996). Neste sentido torna-se necessario
cozinhar adequadamente estas carnes. Além disso, as maos devem ser higienizadas apds 0 manuseio
de carnes cruas, pois 0s cistos poderdao estar ativados. Materiais como sabao, agua, alcool e
desinfetantes sdo bons materiais para inativar estes cistos (Dubey & Foreyt, 2000). A utilizaco de luvas
ao manusear o solo também é um fator de prevencao, ja que a mesma pode estar contaminada com

fezes de gatos (Kapperud et al., 1996).

As estratégias preventivas devem visar reduzir prevaléncia de infeccdo na carne, expor em
embalagens os métodos de cultivo e processamento e intensificar as campanhas de informacdes a
respeito da doenca em mulheres gravidas (Cook et al., 2000). Vegetais devem ser bem lavados antes da
ingestao, pois podem ser infectados pelo solo contaminado com fezes de gatos. Outro método de
prevencao, a triagem soroldgica & um importante instrumento na profilaxia da toxoplasmose congénita,
pois a partir do levantamento da sorologia, podem-se adotar medidas preventivas e terapéuticas, a fim
de diminuir possiveis transmissdes ao feto (Castilho-Pelloso et al., 2005). A realizacao de sorologias deve
ser frequente, preferencialmente uma vez a cada trimestre. O primeiro trimestre da gestacado é
fundamental, pois pode-se identificar os casos agudos e iniciar imediatamente a administracdo
medicamentosa com antimicrobianos. Se a infeccdo materna ocorrer antes da décima quinta semana
de gestacao, o feto possui 5% de chances de adquirir a doenca ou adquiri doenca menos grave. Se a
infeccdo ocorrer no final da gravidez, o feto adquire o protozoario, ndo apresentando sintomas ou

apresentando doenca menos grave.

O tratamento da toxoplasmose nao tem sido modificado desde a década de 90, tendo foco em
alterar o metabolismo de nucleotideos do parasita. O mecanismo farmacologico do tratamento se da
pela combinacdo de farmacos que bloqueiam a sintese de ADN do parasita, pois inibem a sintese de
acido félico nos taquizoitos do 7. gondii. A terapéutica é fundamentada em uma combinacao sinérgica

de pirimetamina e sulfadiazina, medicamentos que promovem o bloqueio da sintese e diminuicao dos
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niveis de acido folico nos taquizoitos (Souza, 2017) e, portanto, ¢ um farmaco toxico para a medula,
devendo a paciente receber acido folinico (nunca acido folico, que anula a acao terapéutica da
pirimetamina) para prevenir alteracbes como neutropenia, trombocitopenia e anemia. Nos casos em que
a infeccao fetal nao for confirmada, o tratamento com espiramicina podera ser continuado durante toda
a gestacdo. O tratamento especifico nem sempre é indicado nos casos em que 0 hospedeiro é
imunocompetente, exceto em infeccao inicial durante a gestacdo ou na vigéncia de comprometimento
de outros orgaos, como coriorretinite e miocardite. Recomenda-se o tratamento em gestantes, recém-

nascidos e pacientes imunodeprimidos.

1.9 Interacdo com o hospedeiro

A funcao primordial do sistema imunologico humano é a defesa contra antigenos, mesmo
substancias nao infecciosas podem causar processos inflamatérios. As células responsaveis por esta
defesa também podem desencadear processos que causem danos teciduais em algumas situacoes.
Todo o repertdrio imunoldgico deve trabalhar de forma conjunta e harmoniosa para que 0s processos de
defesa obtenham sucesso. As moléculas que atuam na defesa do organismo sdo diversificadas e
especificas, dentre elas estdo as imunoglobulinas. As imunoglobulinas sédo moléculas de glicoproteina
que sdo produzidas pelos plasmacitos em resposta a um imundgeno e que funcionam como anticorpos.
As imunoglobulinas derivam seu nome da descoberta de que elas migram com as proteinas globulares

guando soro contendo anticorpos € colocado em um campo elétrico.

Na toxoplasmose, como em outras infeccdes por parasitas intracelulares, a protecdo é

assegurada principalmente pela imunidade celular, cabendo aos anticorpos um papel secundario.

1.9.1 Resposta imune do hospedeiro

Os mecanismos de infeccao do 7. gondii acontecem em meio intracelular e podem ter tempos
de permanéncia elevados, ja que, evolutivamente, estes adquiriram a capacidade de combater as
agressdes desencadeadas pelo sistema imune. O sistema imunitario humano suprime grande parte das
acdes desenvolvidas pelos protozoarios, ou seja, serao infectados apenas uma parcela de individuos. A
permanéncia dos protozoarios nos tecidos ndo causa, necessariamente, uma infeccdo, a ndo ser que o
equilibrio “resposta imune” versus “parasita” seja perdido (declinio do sistema imune ou resposta

imunitaria exacerbada) (Machado et al., 2004).

O 7. gondii expressa os antigenos de superficie (SAG), importantes nos mecanismos

imunoldgicos (imunidade humoral), patogénicos e de invasdo do parasita (Aubert et al., 2000;
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Dzierszinski et al., 2000; Alexander & Hunter, 1998; Aliberti, 2005; Denkers & Marshall, 1998)). As
imunoglobulinas que participam da defesa imunolégica do 7. gondii sao importantes na fixacao de
fragmentos do complemento no parasita permitindo a fusao dos lisossomos aos vacutolos parasitdforos
onde estdo contidos, reduzindo sua inacessibilidade dentro dos macrofagos infectados (Wyler, 1990;
Hegab & Al-Mutawa, 2003). Embora com papel secundario, a imunidade humoral também colabora no
controle da infeccao pelo 7. gondli, facilitando os mecanismos de destruicdo do parasita (Alexander &
Hunter, 1998; Aliberti, 2005; Denkers & Marshall, 1998; Dupont et al.,, 2014). A acado das
imunoglobulinas é dirigida especialmente ao taquizoito, aderindo a sua membrana e dificultando sua

adesao aos receptores da célula hospedeira (Hegab & Al-Mutawa, 2003).

As células T atuam na mediacdo da resposta imunolégica da toxoplasmose, induzindo, assim, a
producdo de células apropriadas, como as células TCD4 e TCD8. Além das células T, as células B e as
imunoglobulinas 1gG, IgM e IgE atuam na vigilancia epidemioldgica e protecdo do organismo contra o
parasita (Joiner & Dubremetz, 1993). Na fase inicial da infeccao, a imunidade inata tem papel importante
na resisténcia ao 7. gondii. Esta resposta ndo especifica inibe também a coinfeccdo do hospedeiro por
microrganismos como Listeria monocyfogenes, Schistosoma mansoni e certos virus, e limita o
desenvolvimento de alguns tumores. Nesta fase o parasita ativa algumas células como macrofagos,
células NK, células dendriticas e neutrdfilos. Essa ativacdo tem duas principais consequéncias: limita a
replicacéo dos taquizoitos e dirige o desenvolvimento dos linfécitos Th1, ao iniciar a liberacdo de citocinas
pro-inflamatdrias, como IL-12, IFN-y e TNF-a (Aliberti, 2005; Denkers & Marshall, 1998). A IL-12, citocina
importante no desenvolvimento da resposta imune adaptativa, ativa os macrofagos e suas funcoes
microbicidas, aumenta a producao de IFN-y pelas células NK e dirige a proliferacao dos linfocitos T CD4+
e CD8+, que produzem mais IFN-g, assumindo o perfil Thl caracteristico. O IFN-y tem grande
importancia no controle da infeccao pelo 7. gondii, tanto na fase aguda como na crénica. Sua producao
pelos CD4+ estimulados pela IL-12 ocorre ja a partir do quinto dia de infeccdo (Alexander & Hunter,

1998; Aliberti, 2005).

As respostas associadas as citocinas pro-inflamatdrias podem ser altamente tdxicas para o
hospedeiro, mas ao mesmo tempo o 7. gondiiestimula mecanismos de controle que modulam a resposta
imunologica, diminuindo os danos e prevenindo a morte do hospedeiro, através da producao de citocinas
anti-inflamatérias (como IL-10, IL-4 e TGF-f) e substancias como oxido nitrico.. Apesar de serem de certa
forma protetores, estes mecanismos subvertem a resposta imune e permitem a evolucao da infeccao
para a fase cronica, que predispde a reativacoes e serve como reservatério para eventual transmissao a

outros hospedeiros. As citocinas anti-inflamatdrias podem também predispor a encefalite toxoplasmica
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por diminuir o papel protetor do IFN-y, que tem grande importancia na manutencéo da fase latente. Em
sinergia com o TNF-a, o IFN-y media a morte dos taquizoitos e promove sua transformacéo em
bradizoitos, tendo também papel protetor sobre a ruptura dos cistos. Tanto os linfocitos CD8+ como o0s
CD4+ sdo importantes na manutencao da laténcia da infeccao toxoplasmica, atuando sinergicamente

(Hegab & Al-Mutawa, 2003).

Nas gestantes, a resposta imunologica é essencial para a manutencdo da gravidez. A secrecao
de hormdnios pela placenta (citocininas e quimiocininas) atua na tolerancia materna frente ao feto e sua
participacdo ativa na regulacdo da resposta imune sistémica. O aumento da producdo de alguns
horménios na circulacao da gestante influencia a modulacao da resposta imune: a progesterona inibe a
producdo de IL-12, FNT-oc e NO pelo macrofagos, aumenta a producao de IL-10, reduz a atividade das

células NK, inibe a resposta do tipo Thl e estimula a Th2 (Pfaff et al., 2007).

1.9.2 Estrutura e algumas propriedades de classes e subclasses de imunoglobulinas IgG e IgM

A alta afinidade que possui o anticorpo e o antigeno é determinada precisamente pela formacao
de pontes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas, forcas de Van der Waals e interacdes hidrofobicas. Os
dominios, na metade carboxiterminal, chamados de dominios C (constantes), sao tipicos de cada espécie
e participam na regulacdo da resposta imunoldgica, representando cerca de 90% da massa total do
anticorpo. Esta divisdo é que determina o papel bifuncional dos anticorpos: uma fracdo da molécula
intervém na unido especifica com o antigeno, enquanto que a outra é responsavel pela unido dos tecidos
e moléculas do hospedeiro, incluindo diversas células do sistema imunolégico (Nunes, 2005). A ativacao
de distintas funcdes biolégicas depende das diferentes cadeias pesadas que possuem as

imunoglobulinas, o que lhes confere uma classificacdo segundo a estrutura dessas cadeias.

A fase aguda em individuos imunocompetentes é caracterizada pela producao de IgM e,
posteriormente, ocorre a producdo de IgG. Se a infeccdo for adquirida pela via oral, a imunoglobulina
produzida sera a IgA (mais comum em secrecdes, decai mais rapidamente que o IgM e o 1gG e na maioria
das vezes nao é possivel sua deteccao). Dependendo da técnica utilizada para quantificar essas
imunoglobulinas, os anticorpos IgM podem ser dosados entre uma e duas semanas apos o inicio da
infeccdo, ocorrendo alta producdo em até oito semanas, quando decrescem. Titulos baixos podem
persistir por mais de doze meses. O anticorpo 1gG persiste por toda a vida na maioria dos pacientes
(Cantos et al., 2000), sendo uma marcador sorolégico de fase crénica, ou seja, pode ser detectado a
qualquer tempo, e sua alta quantidade no plasma sanguineo facilita a identificacdo em testes

diagnosticos. O IgM é a principal imunoglobulina de resposta primaria aos antigenos, sendo utilizado
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como marcador sorolégico de fase aguda e da presenca da toxoplasmose congénita em fetos. As outras
classes de imunoglobulinas (IgA e IgE) também sdo marcadores de fase aguda, estando pouco presentes

no plasma sanguineo, no caso da IgA, ou sdo mais especificas para outros tipos de parasitas.

Nivel de Ig

Infecgao Aguda Infecgao Cronica

.

I s /B
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 // 24

TEMPO (Meses)

Trends in Parasitology|

Figura 7 - Cinética das imunoglobulinas envolvidas na infeccéo do 7. gondli. A producéo das imunoglobulinas é
variavel, dependendo do paciente. (Extraido de Dard et al., 2016)

As imunoglobulinas G e M possuem maior tempo de duracao no sistema imunolégico, sendo os

principais anticorpos para deteccdo de patologias.

A IgG ¢ um mondmero, diferenciando de outras classes a partir da quantidade de pontes
dissulfetos, que ligam as cadeias pesadas, e o comprimento da regiado de dobradica (Figura 8). Esta
imunoglobulina possui uma unidade basica de quatro cadeias, consistindo de duas cadeias polipeptidicas
leves idénticas, e outras duas pesadas, também idénticas. A porcdo Fc desta molécula possui uma
estrutura semelhante a de um fragmento Fc isolado, com a porcdo carboidrato desempenhando um

papel central como o principal contato entre os dominios CH: (Silverton et al., 1977).
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Figura 8 - Estrutura do IgG (extraido de Mader, 1997)

A principal caracteristica do 1gG ¢ a versatilidade, pois é capaz de realizar todas as funcdes das
moléculas de imunoglobulinas. Esta presente em 70-75% do soro sanguineo, atuando, principalmente,
em espacos extra vasculares, e em 5-10% do plasma sanguineo. Suas subclasses ndo respondem de
forma Unica no que se refere a passagem pela placenta. Sua porcdo Fc é responsavel pela ligacdo em

algumas células, como: macréfagos, linfocitos e monacitos.

A estrutura da IgM esta apresentada na figura 9. Diferentemente da I1gG, a IgM se apresenta
como um pentamero, podendo ser encontrada como um mondmero (em superficies de células B onde
atua como receptor de antigenos). Suas cadeias, pesadas e leves sdo idénticas e ligadas entre si por
pontes dissulfetos e por uma cadeia polipeptidica chamada cadeia J. Esta cadeia funciona em
polimerizacao da molécula a um pentdmero. Como consequéncia da sua estrutura pentamérica, o IgM
& uma boa imunoglobulina fixadora do complemento e aglutinadora de organismos. Assim, anticorpos
IgM sdo muito eficientes causando lise de microrganismos, além de respostas mais rapidas a uma

variedade de antigenos (Schroeder & Cavacini, 2010).
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Figura 9 - Estrutura do IgM com os 10 sitios de ligacdo com o antigeno, pontes dissulfetos e a cadeia J (Extraido
de Schroeder & Cavacini, 2010)

O IgM é a terceira imunoglobulina mais comum no soro sanguineo, sendo a primeira a ser
produzida pelo feto e por células B virgens ao serem estimuladas pelo antigeno. Esta imunoglobulina é
encontrada, principalmente, no espaco intravascular, é produzida na fase aguda e desencadeia as
respostas humorais. Além disso a IgM nado atravessa a placenta, por conta de sua estrutura pentamérica,
sua valéncia de interacédo € polivalente, pois possui mais sitio ativos, tornando sua avidez de interacéo
alta. Sua vida média é curta, dificultando a deteccao desta imunoglobulina em exames diagnosticos,
exceto quando o IgM é persistente. Esse tipo de imunoglobulina positiva-se em 5 a 14 dias apos a
infeccdo e atingem producdo maxima apos 30 dias, permanecendo ativos até 18 meses (Mitsuka-

Bregano et al., 2010).

1.10 Métodos de diagnéstico da toxoplasmose

A complexidade da toxoplasmose (auséncia de sintomas, acometimento durante a gestacdo e a
forma congénita) tornam a toxoplasmose uma doenca complexa. A interpretacdo dos recursos
diagndsticos deve ser encarada de forma holistica, seja sob a 6tica da sensibilidade, especificidade ou
outro parametro, sendo respeitado o momento provavel da infeccdo (Garweg, 2005). O diagnéstico da
toxoplasmose é uma ferramenta importante para o profissional de saude avaliar a enfermidade, pois a

toxoplasmose pode ser confundida com outras doencas, dificultando o inicio do tratamento e controle
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(Cantos et al., 2000; Vidotto, 1992). De facto o diagnostico clinico da toxoplasmose é pouco confiavel,
pois os sintomas desta doenca sao inespecificos e podem ser confundidos com outras doencas (Hill &
Dubey, 2002), tornando o diagnostico sorologico uma ferramenta imprescindivel (Mitsuka-Bregano et al.,

2010)

A maioria dos testes sorologicos disponiveis indicam o contato do parasita com o hospedeiro em
um dado momento, ja que detectam a presenca de imunoglobulinas de fase crénica e fase aguda e nao
a presenca de protozoario viavel a infeccao. Deste modo, sdo associados ao exame sorologico outros
métodos de diagnostico (Dubey, 2010) que sao necessarios para a interpretacdo da condicdo de satde
do paciente, assegurando sua saude e bem-estar. Os chamados métodos indiretos (métodos que buscam
a pesquisa de imunoglobulinas especificas do parasita) sdo os métodos mais comumente utilizados
(Nasir et al., 2017). Como as variacdes no quantitativo de anticorpos anti - 7. gondii obedecem a ritmos
variados e sao indicativos de fase cronica ou aguda da infeccdo (Ferreira & Moraes, 2013), estas
imunoglobulinas sao geralmente utilizadas como alvo do teste complementar. A cinética dessas
imunoglobulinas demonstra uma correta interpretacdo dos exames, refletindo o processo evolutivo da

infeccao.

Os testes que detectam o 7. gondiinecessitam de preparacao de antigenos (taquizoitos colhidos
de camundongos ou sistemas de culturas de células). No entanto, o uso destes antigenos de taquizoitos
integros pode resultar em reacdes falso-positivos (Hassi et al., 1991; Taylor et al., 1990). Assim, os
principais avancos na area de diagnosticos de toxoplasmose sao baseados na geracdo de antigenos

recombinante, mais baratos e faceis de padronizar, como os testes de IgG e IgM (Martin et al., 1998).

A precisao desses resultados é o ponto chave para se chegar a um diagnostico apropriado, pois
a existéncia de falsos positivos/negativos gera danos, as vezes irreversiveis, aos pacientes, além de
tratamentos inadequados, desnecessarios e altos gastos com repetitivas realizacbes de uma mesma
analise. A escolha do melhor método diagnostico deve ser baseada na sensibilidade da técnica, ou seja,
deve ser capaz de identificar se um individuo esta verdadeiramente com a doenca. Os testes
automatizados facilitam a triagem de rotina por serem mais praticos e de facil manuseio, identificando
imunoglobulinas especificas, seja 1gG ou IgM, fornecendo resultados semelhantes (Gharavi et al., 2008).
No entanto, mesmo utilizando os mesmos principios para detectar a presenca destas imunoglobulinas,
podem surgir resultados equivocados, o que pode ser devido as diferentes cepas do protozoario ou a

padronizacao dos antigenos utilizados (Souza et al., 2012). A viruléncia dessas cepas esta caracterizada
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nos modelos murinos (camundongos), sendo classificadas em virulentas, nao virulentas e viruléncia

intermediaria (grau de morbidade e mortalidade) (Ferreira & Vitor, 2014).

O beneficio da deteccao precoce de doencas gera um tratamento que evita danos ao paciente e,
consequentemente, a diminuicao de possiveis sequelas. Além disso, os métodos devem ser capazes de
detectar o parasita e devem ter custos acessiveis. Variaveis, como: taxas de prevaléncia (Stillwaggon et
al., 2011), recomendacdes locais ou nacionais de acordo com os 6rgaos de saude, mulheres gravidas,
recém nascidos e imunodeprimidos devem ser levadas em consideracdo para que o diagnostico seja o

mais confidvel possivel, ja que estes métodos podem ter desempenho variavel (Bobic et al., 2009).

Tal como referido acima, nas infeccdes agudas sdo detectados niveis de IgM e 1gG logo apds a
primeira ou segunda semana de infeccdo (IgM e IgG positivas). Habitualmente, niveis elevados de
anticorpos IgG especificos sugerem que ja tinha ocorrido infeccdo prévia. A presenca de anticorpos IgM
nao assegura uma infeccdo recente, ja que estes podem persistir no organismo por varios meses ou
mesmo anos e ser um indicativo de toxoplasmose congénita, ja que essa imunoglobulina ndo atravessa
a placenta, indicando producao do anticorpo pelo proprio recém-nascido (Giannoulis et al., 2008). Por
esse motivo, nos casos em que ha presenca, quer de IgM, quer de 1gG, devera ser avaliada a avidez dos
anticorpos 1gG. Quando os resultados dos testes apresentam IgG positiva e IgM negativa, pode assegurar-
se a existéncia de um contato prévio com o 7. gondii (caso estes resultados sejam obtidos pela primeira
vez numa idade gestacional ja avancada, deverao ser solicitados exames prévios para excluir ou confirmar
infeccdo durante a gravidez). A reativacdo da infeccao durante a gravidez é extremamente rara. Os casos
de IgM positiva com IgG negativa ndo sdo comuns; mediante estes resultados, ndo pode ser excluida a
infeccao. Segundo Giannoulis et al. (2008), em um periodo de 7 a 14 dias apos infeccao por 7. gondiié
possivel detectar a presenca de IgG anti-7. gondlii em testes sorologicos. A presenca destes anticorpos
ndo indica, necessariamente, a fase aguda da infeccdo, mas apenas contato recente, por serem
detectados por até 18 meses apos a primoinfeccado com IgM residuais (Beck et al., 2010). Os padroes
sorologicos, 1gG e IgM-negativas, IgG negativo e IgM positivo, 1gG positivas e IgM negativas, e IgG e IgM

positivo, sdo encontrados na populacao e sua distribuicdo obedece certos critérios (Sensini, 2006).

A pesquisa de IgM anti - 7. gondli deve estar associada a outros testes de rotina. Quando positiva,
deve ser feita a confirmacao, tanto na mae, quanto no feto e investigacdo completa e acompanhamento
do lactente. Nos casos de IgM anti — 7. gondli negativa esse acompanhamento deve continuar, pois essa
imunoglobulina pode negativar-se precocemente no lactente infectado e passar despercebido pela
triagem neonatal (Guerina et al., 1994; Vasconcelos-Santos et al., 2009). As analises das amostras

devem ser realizadas com intervalos de duas semanas para determinar infeccao recente. A Figura 10
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resume 0s procedimentos que devem ser adotados em uma unidade de saude para triagem sorolégica

de toxoplasmose.
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Figura 10 - Estratégias de diagnostico para toxoplasmose. As estratégias de diagnostico para detectar a
toxoplasmose de acordo com a situacao clinica e fundo imunologico do paciente, incluindo imunocompetentes,

imunocomprometidos, gravidas e recém-nascidos (Zhang, Lin, Han, & Li, 2016)
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Os diagndsticos /n vitro, mais danosos aos pacientes, como a biopsia, podem detectar a presenca
de taquizoitos (Hill & Dubey, 2002), indicando uma infeccéo ativa, ou cistos teciduais, no caso de
infeccao latente. No caso de autopsias, o parasita, por depender do mecanismo celular do hospedeiro,
pode ndo ser encontrado, ja que o tecido do parasitado estd em degeneracao (Dubey, 2010). Outra
forma de diagnosticar a toxoplasmose pode ser a associacao, aos exames soroldgicos, com o diagnostico
molecular, o qual busca detectar o ADN do 7. gondliiem amostras biolégicas. Como exemplo, pode ser
associada a sorologia a técnica de reacdo em cadeia da polimerase — PCR (Carneiro, 2011), pois o ADN
do agente parasita é a prova concreta de sua presenca no hospedeiro (Singh, 1997). O bioensaio em

animais susceptiveis a doenca é uma alternativa para indicar a viabilidade do parasita (Silveira, 2009).

O desenvolvimento de novos instrumentos com bases cientificas, bem como a eficacia, a
qualidade e o custo-beneficio dessas técnicas, torna-se necessario para a melhoria da qualidade de vida
da populacao. As técnicas verificadas neste estudo buscam atender a comunidade médica que anseia
por instrumentos que atestem uma grande sensibilidade/especificidade e afastem os resultados falso

positivos e falso negativos.

A toxoplasmose possui baixa parasitemia durante a infeccdo, mesmo na fase aguda, permitindo
aos testes sorologicos identificar a imunidade do individuo (fator mais evidente). Os testes disponiveis
ndo obedecem a protocolos Unicos para a deteccdo de estagio da doenca (aguda/croénica), forma
infectante (taquizoito, cisto e bradizoitos) e o tipo de cepa (I, Il e lll e/ou recombinantes). A juncdo de
protocolos possibilitaria 0 acompanhamento e tratamento mais adequados para cada individuo. As cepas
do 7. gondii podem gerar respostas especificas, causando diferenca na cinética da infeccdo e
sintomatologia. Essas informacdes sdo especialmente importantes quando o individuo infectado faz parte
de um dos grupos de riscos para a toxoplasmose (gestantes e/ou portadores do HIV) (Lopes et al., 2016).
Cepas tipo | tém sido encontradas em pacientes com doencas congénitas; as cepas tipo Il tem sido
isoladas de pacientes imunocomprometidos com reativacdo da infeccao cronica; as cepas do tipo Ill, em
sua maioria, tém sido isoladas de animais. O uso de antigenos totais de 7. gondiicompromete a
especificidade dos testes, pois o protozoario possui epitopos comuns com organismos filogeneticamente
relacionados. Desta forma, estudos utilizando alvos antigénicos mais especificos tém sido uma tonica de

trabalho na area, incluindo ai antigenos purificados, recombinantes ou sintéticos (Lopes et al., 2016).

Em individuos imunocomprometidos os testes diagnosticos possuem parametros diferencias,
como: aparecimento de linfoma primario do sistema nervoso central, abscessos bacterianos, tumores
primarios e metastaticos e doencas vasculares (Pereira-Chioccola et al., 2009). A producédo de antigenos

excretorios/secretorios pelos taquizoitas e as bandas oligoclonais de IgG no liquido cefalorraquidiano

47



Capitulo 1 - Estado da arte

também podem ser utilizados para indicar a reativacao da doenca, obtendo sensibilidade e especificidade

variavel (Avelino-Silva & Kallas, 2014).

Algumas técnicas de deteccdo de imunoglobulinas entraram em desuso, seja pela baixa
sensibilidade, por ndo estarem mais disponiveis comercialmente ou restricbes de uso. As novas
tecnologias devem ser empregadas com cuidado e com bom senso para que a sociedade possa usufruir

de todas as benesses geradas pelas técnicas de diagnostico (Granato & Paulini Junior, 2014).

1.10.1 Reacdo em cadeia da polimerase

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) € um método com elevada precisdo e a sensibilidade.
No entanto, esta técnica ndo pode ser a unica, ndo devendo substituir os métodos tradicionais (Su et al.,
2016). Por ser uma doenca de fase cronica e aguda, o diagnostico da toxoplasmose deve ser associado
a dois ou mais métodos de diagnéstico, indicando o real estagio da infeccdo (Kompalic-Cristo et al.,
2005). A vantagem desta técnica ¢ a deteccdo do 7. gondiimesmo em quantidades reduzidas ou lisadas,
sendo o protozoario identificado pelos segmentos caracteristicos de seu ADN (amplificado pelo PCR) e
conclusao do exame em menos de 48 horas. Esta técnica é eficiente quando os titulos de anticorpos anti
- [. gondii, em pacientes imunocomprometidos, sao baixos ou ausentes ou em pacientes com
gamaglobulinopatias, cujos titulos de anticorpos para 7.gondii forem muito altos, mas que podem nao

estar causando tal condicao clinica (Ho-Yen et al., 1992).

As desvantagens deste método molecular sdo o alto custo e falta de padronizacdo quanto aos
procedimentos de extracao dos acidos nucléicos ou aos segmentos ampliados, com resultados por vezes

heterogéneos entre laboratorios diferentes (Pelloux et al., 1998).

1.10.2 Reacdo de Aglutina¢ado por Imunoabsor¢ao

0 método de reacdo de aglutinacdo por imunoabsorcdo (ISAGA) ¢ utilizado para identificacdo de
anticorpos no diagndstico de infeccdo aguda. Os antigenos adicionados constituem-se em uma
suspensao de toxoplasmas que se aglutinam na presenca de IgM, IgA e IgE especifica (Remington et al.,
2011; Safadi & Farhat, 1999). Alguns autores ressaltam a sensibilidade deste exame no diagndstico de
infeccao aguda em gestantes e em recém-nascidos com infeccao congénita. A deteccao de precocidade

da doenca também é uma caracteristica deste exame (Remington et al., 2011).

A ocorréncia da persisténcia de reatividade ISAGA é indicativo de uma avaliacdo soroldgica

complementar para comprovar possiveis riscos de toxoplasmose congénita (Duffy et al., 1989).
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1.10.3 Hemaglutinacao Indireta

O teste de Hemaglutinacao Indireta (IHA) detecta a presenca de IgM. No entanto, a sua
desvantagem se da pela deteccdo de IgM e aglutininas nao especificas de toxoplasmose, confundindo,
também, com as IgM naturais, gerando os falso-negativos. E um teste pratico e de baixo custo, ndo
exigindo equipamento sofisticado e métodos de triagem mais especificos (Camargo et al., 1989). O teste
é compativel com a imunofluorescéncia indireta. E util para indicar prevaléncia, mas nao para o
diagndstico de infeccdo neonatal ou quadro recente em gestante, pois pode confundir IgM e IgG. Detecta

anticorpos mais tardiamente que a imunofluorescéncia e que os testes imunoenzimaticos.

1.10.4 Reacao de Sabin e Feldman

O teste de reacao de Sabina e Feldman utiliza taquizoitos vivos e o tipo de anticorpo/antigeno
testado é o0 1gG, IgM e IgA (Sabin & Feldman, 1948). Foi a partir deste teste que se popularizou a criacdo
de inquéritos epidemiolégicos (Amato-Neto, 1995). Ainda é considerado um teste padrao-ouro por
pesquisadores na obtencao de prevaléncias de parasitoses (Bahia-Oliveira et al., 2001). Possui alta
sensibilidade e especificidade, mas ¢ utilizado apenas em laboratorios de referéncia (Beazley & Egerman,
1998). E um método para deteccdo da fase aguda ou cronica. E especifico e ndo cruza com outras
doencas, porém nao é usada rotineiramente devido a necessidade de manipular o parasita na sua forma

infectante (Neves, 2016).

1.10.5 Ensaios imunoenzimaticos

Os ensaio imuoenzimaticos (ELISA) possui positividade de 80% , sendo muito importante na
infeccao congénita (Silveira, 1997; Thalhammer, 1962; Wilson et al., 1980). A deteccéo de IgM com
toxoplasmose recentemente adquirida e que eram negativas, demonstrou que o ELISA é simples, rapido
e acurado no diagnostico de toxoplasmose aguda em adultos e na forma congénita. Esta maior
sensibilidade ao IgM pode ser atribuida pelo fato de que ha eliminacdo da inibicao da demonstracéo de
imunoglobulinas 1gM em presenca de IgG sérico (Naot et al.,, 1981; Safadi & Farhat, 1999). A
desvantagem do método se da pelo uso de proteinas que contém varios antigenos de 7. gondli, fator

este, que aumenta a reatividade cruzada, gerando falsos positivos (Conde de Felipe et al., 2007).

Os testes de ELISA possuem alta sensibilidade e especificidade, em contrapartida sao caros e

necessitam de laboratorios e mao de obra especializados (Liu et al., 2015).
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1.10.6 Ensaios de quimiluminescéncia

0O exame de quimioluminescéncia (CLIA) € um método imunoldgico que se baseia na emissao
de energia luminosa a partir de uma reacao quimica. Este teste possui caracteristicas quantitativas na
deteccdo de antigenos e anticorpos, atuando também na identificacdo de horménios, marcadores
tumorais e proteinas séricas. Possui elevada sensibilidade e especificidade, é automatizado e pode
analisar varias moléculas simultaneamente. A técnica é baseada na ligacdo antigeno-anticorpo. O
anticorpo especifico é revestido de poliestireno. Um dos dois agentes é conjugado a uma substancia que,
quando ativada, emite luz. A emissdo desta luz é proporcional ao reagente pesquisado. Este principio se
assemelha ao eletroquimioluminescente (ECLIA), diferenciando-se no uso de energia quimica ao invés

de energia elétrica (Vaz, 2006).

1.10.7 Imunofluorescéncia indireta

O teste de Imunofluorescéncia indireta (RIFI) possui boa sensibilidade e especificidade. Seus
bons resultados na deteccdo do antigeno especifico vém da amplificacdo do sinal fluorescente. Neste
método o 7. gondii é preservado e fixado em laminas de microscopia. Este teste identifica as
imunoglobulinas de acordo com as suas classes, facilitando a identificacdo das fases aguda e cronica,
de modo semelhante ao método de imunofluorescéncia indireta e o teste de aglutinacdo. Devido a
possibilidade de resultados falso-positivos & aconselhavel a repeticdo da sorologia em 3 semanas e a

sua confirmacao com um outro método mais especifico.

1.10.8 Teste de aglutinacdo em latex
O principio do teste de aglutinacdo em latex (LAT) é decorrente da formacao de agregados
originados da interacdo antigeno-anticorpo. A aglutinacdo pode ser detectada sem o auxilio de aparelhos

especiais. E eficaz na deteccao de virus, bactérias, protozoarios e fungos.

Esta metodologia utiliza como antigeno as particulas de latex de tamanho uniforme, que séo
sensibilizadas com antigenos depurados de 7. gondii. Este teste é simples e rapido, nao necessitando de
diluicbes prévias da amostra. A presenca de fatores reumatoides é um fator limitante do teste

(Chandramukhi, 2004).

1.10.9 Teste de avidez de IgG no soro
Este teste se baseia na ligacao antigeno-anticorpo através do teste de quimioluminescéncia. Em

fase aguda, as imunoglobulinas (IgG) se ligam fracamente ao antigeno (baixa avidez), enquanto que na
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fase cronica, essas imunoglobulinas se ligam fortemente ao antigeno (alta avidez). A alta avidez
demonstra uma infeccao que ocorreu ha mais de trés meses (lgbal & Khalid, 2007; J. S. Remington &
Klein, 2011). A persisténcia dos anticorpos de baixa avidez pode mascarar o exame, como, por exemplo,
tratamento antiparasitario pode manter baixa a avidez por mais de quatro meses (Pardini, 2002).
Mulheres gravidas com IgG+/IgM+ sédo as pacientes mais indicadas para realizar este teste. A avidez de
IgG é um importante marcador imunolégico para distinguir infeccao recente e determinar a presenca de

IgM residual (Araujo and Ferreira 2008).

Mesmo uma baixa avidez ndo pode ser interpretada como infeccao recente, pois o IgG pode
persistir por mais de cinco meses. Esta técnica associada ao PCR no liquido amnidtico é util para
identificar gravidez de alto risco e toxoplasmose congénita (Yamada et al., 2011). A medicéo de avidez
também se mostrou eficaz na deteccao de toxoplasmose ocular (Tanyuksel et al., 2004) e na distincdo
entre a fase cronica e aguda da doenca (Candolfi et al., 2007). A descoberta da avidez de anticorpos
especificos como medida de afinidade com o antigeno, resultou em aplicacdo diagndstica importante
para uma série de doencas infecciosas, dentre elas, as virais e a toxoplasmose (Bobic et al., 2009),

tornando-se uma importante ferramenta para diagnostico.

1.10.10 Western blot

A técnica de western blot (WB), € um método capaz de detectar proteinas em um homogenato
ou extrato de tecido biologico. Neste teste sao utilizados antigenos lisados de taquizoitos e antigenos
recombinantes (Rilling et al., 2003). A separacado das proteinas de interesse é efetuada através da
eletroforese e transferidas, através de transferéncia eletroforética, para um suporte solido com
membranas de nitrocelulose, PVDF (Polwinylidene difluoride) ou de catidnicas de nylon. Um anticorpo
especifico vai reagir com um epitopo da proteina para que seja visualizada a proteina de interesse. A
membrana é incubada com outro anticorpo, no caso anti-lgG, que reconhece a imunoglobulina
responsavel pela ligacado ao antigeno. Esta técnica permite a distincéo entre a toxoplasmose aguda e

cronica (Cafiete, 2010; Deshpande et al., 2013).

A deteccao de toxoplasmose congénita com esta técnica mostrou ser uma ferramenta eficaz com

boa sensibilidade para 1gG e IgM (Machado et al., 2010; Magi & Migliorini, 2011).

1.10.11 Método de Eletroquimioluminescéncia
A eletroquimioluminescéncia é produzida a partir de reacdes eletroguimicas em solucdes. Na

solucdo em estudo, os anticorpos sdo marcados e ligados ao antigeno (complexo sanduiche). Esse
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conjugado é aspirado para uma célula de leitura onde e fixados magneticamente a um eletrodo. Séo
fornecidas particulas de TPA (triptofano) que a partir de estimulos elétricos fornecera cargas elétricas,
emitindo um sinal luminoso detectado por um fotomultiplicador. O sinal luminescente gerado é

equivalente a concentracdo dos antigenos presentes na amostra.

Apesar das suas vantagens por ser um método muito especifico e facil, possui alto custo,
aparelho com pouca mobilidade, reagentes especificos, disponibilidade de espaco e reatividade cruzada

com algumas farmacos esteroides cruzadas (Zita et al., 2014).

1.10.12 Avaliacao econémica das técnicas

Estudos econdmicos em saude fornecem informacdes aos tomadores de decisdo para 0 uso
eficiente dos recursos disponiveis para maximizar os beneficios a saude. A avaliacdo econdmica_é uma
parte da economia da saude, e € uma ferramenta para comparar custos e consequéncias de diferentes
intervencoes. A avaliacdo de tecnologias em saude é uma técnica de avaliacdo econdmica bem adaptada
por paises desenvolvidos. As avaliacdes econdmicas de tecnologias em saude surgiram na década de
60 para sistematizar e comparar as alternativas tecnolégicas em relacdo aos seus beneficios em saude

e aos custos que uma tomada de decisao pode trazer aos pacientes (da Silva et al., 2014).

0 estudo do aprimoramento de tecnologias em saude tornou-se um grande aliado ao bem-estar
da sociedade, fazendo das pesquisas na area biomédica uma continua producéo de alternativas que
auxiliam a comunidade médica no diagndstico e prevencao de patologias. Um fator que esta intimamente
ligado ao desenvolvimento dessas tecnologias € o custo, ja que as restricdes orcamentarias podem limitar
0 acesso de muitos pacientes a métodos mais eficientes. O modelo adotado, seja publico ou privado,
depara-se com um crescente custo e, consequentemente, aumento do volume de recursos, seja absoluto
ou relativo. O aumento da participacdo dos gastos em saude, aloca recursos de outras areas, trazendo
questionamentos aos gestores para equilibrar as contas para atender as demandas da sociedade como

um todo (Ministério da Saude, 2009b).

Em outras areas, os mecanismos de deteccao de patologias tendem a ocupar o espaco de
tecnologias ja existentes, o que pode nao acontecer na saude, pois 0s novos procedimentos e novas
técnicas sdo incorporadas pelos profissionais, ndo ocorrendo, em algumas situacdes, a substituicao dos
métodos, e sim uma acumulacao. A decisao para guiar a escolha das intervencdes que provavelmente
poderdo oferecer maiores beneficios para a populacdo é, muitas vezes, inadequado e sujeito a pressdes
diversas, incluindo-se nelas as industrias de insumos de saude (Ministério da Saude, 2009b). Essas

avaliacbes sao holisticas, compreendendo disciplinas como epidemiologia, pesquisa clinica e economia.
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Nem sempre as avaliacdes das tecnologias empregadas na saude possuem viés econdmico, pois as
técnicas comprovadamente mais eficientes do que a técnica padrao podem apresentar custos globais
mais elevados. As técnicas com efetividade similar e com custos mais elevados sao dispensaveis. Além
dos custos adicionais, as novas tecnologias trazem efeitos adicionais, tornando-as mais caras e mais
efetivas em relacao a tecnologia padrao usada, exigindo entdo que estas diferencas sejam analisadas
por meio de outros métodos de avaliacdo econdmica, como os estudos de custo-efetividade, muito
utilizados na area da saude e que tém sido discutidos e aperfeicoados desde a década de 1970
(Weinstein & Stason, 1977). A valorizacdo da avaliacdo econdmica na gestdo publica, porém, €, no

mundo todo, um fendmeno mais recente na saude.

Fala-se em ética ou moral a imposicao de valores sobre a vida do paciente, ja que a mesma nao
possui preco. A geracao dessa imposicdo, em varias ocasides, ignora 0s beneficios que a saude traz por

considerar apenas os custos. Os custos jamais devem ser alocados a frente do bem-estar do individuo.

Paises como a Australia ja possuem estudos econdmicos para a area de tecnologia em saude,
exigindo que as decisées de incorporacdo de novas tecnologias sejam baseadas na relacao custo-
efetividade (Taylor, 2004). Em paises da Europa e América do Norte adotam modelos similares ao
modelo australiano. Tomando o Canada como exemplo, existe a orientacdo, por meio de suas agéncias,
da necessidade de inclusao de estudos econémicos quando da submissao de processos para
incorporacao de novas tecnologias. Na Europa a politica de uso de estudos econdmicos para tomada de
decisao de inclusao de novas tecnologias € marcante na Inglaterra. Em outros paises, Bélgica, Finlandia,
Noruega, Portugal, Suécia e Hungria, essa avaliacdo econdmica é solicitada pelas agéncias de satude

(Taylor, 2004).

No Brasil o processo de avaliacdo econémica das novas metodologias é recente e raramente
aplicado. A criacado, pela Secretaria de Ciéncia e Tecnologia e Insumos Estratégicos (SCTIE), de uma
area especifica para avaliacao de tecnologias em saude aconteceu somente em 2003, através de portaria
n°® 1.418, de 24/07/2003, instituindo o Conselho de Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo do Ministério da
Saude para subsidiar a tomada de decisdes do Sistema Unico de Saude (SUS) em relacdo a incorporacéo,
alocacao e utilizacao de tecnologias, além da criacdo da comissao de Incorporacao de Tecnologias pelo
Ministério da Saude. Os custos crescentes na area da saude, desperdicio de recursos, garantia de direitos
constitucionais e a intervencdo do Poder Judiciario faz com que o poder publico busque meios mais
formais de aprimoramento do processo de decisdo quanto a incorporacao e ao uso das tecnologias em

saude (Ministério da Saude, 2009a).
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Em Portugal existe o Sistema Nacional de Avaliacdo de Tecnologias de Saude (SiNATS), que
integra todas as entidades publicas e privadas na area da saude com o objetivo de obter ganhos em
salde, harmonizado com outros sistemas europeus que procuram atingir o mesmo objetivo. O SiNATS
pode materializar -se em recomendacdes gerais para a sua utilizacdo no sistema de saude, como em
condicoes de utilizacao e aquisicao para as instituicoes e servicos do Servico Nacional de Saude (SNS),
baseando-se no conhecimento técnico do INFARMED (Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos
de Saude) e no acervo de informacdes estruturadas para determinar as condicdes de utilizacao
(Ministério da Saude, 2015). O decreto Lei n® 97/2015 explicita que a qualidade, economia, eficiéncia
e eficacia de tecnologias sejam variaveis importantes na tomada de decisdes de introducdo de novas
tecnologias no mercado e que o0s recursos publicos, destinados a prestacdo de cuidados de saude, sejam
utilizados para implementar métodos tecnologicos que tragam beneficios aos cidaddos portugueses.
Posteriormente a criacdo do Decreto-Lei n® 97/2015, estabeleceu-se um regime especifico de
comparticipacdo (diferenca que existe entre o preco de um servico e o valor do mesmo coberto por um
plano de saude) de dispositivos médicos, causando mudanca no modo de utilizacdo e aquisicdo das
tecnologias de saude. O Decreto-Lei n® 195/2006 estabelece que os medicamentos novos devem ser
avaliados e que demonstrem um valor terapéutico acrescentado e a respectiva vantagem econémica.
Gastos em saude pelo governo portugués somam 8,9% do PIB do pais (2017), tendo chegado a 9,9%
em 2009 (PORDATA, 2017), gastos esses que incluem a aquisicdo de bens e encargos com instalacoes.
Em comparacéo os Estados Unidos gastam 15,3% do seu PIB em saude (Pereira, 2009) e o Brasil com

9,1% (IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica., 2017).

1.11 Métodos espectrofotométricos de diagndstico

As aplicacoes da espectroscopia na area biomédica sdo baseadas na Espectroscopia de
absorcdo UV, espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) e espectroscopia Raman. A Figura 11 ilustra
as areas em que a espectroscopia atua e o percentual de atividade de cada uma. Na area biomédica a
espectroscopia ja é utilizada na analise de macromoléculas biolégicas (acidos nucléicos, proteinas e
lipidios), patologias sanguineas (anemias, leucemias e talassemias), diagndstico de cancer (cérebro,
mama, cervical, colon, etc), processos quimicos em células sanguineas (malaria, reacdes a
medicamentos), ADN em cromossomos e pigmentos em granuldcitos (hemacias e hepatdcitos),
imunoensaios, ensaios citoldgicos (organelas, células, microrganismos) e analise de tecidos diversos

(Truong et al., 2016).
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BIOESPECTROSCOPIA - GRANDE AREA DE
ESPECTROSCOPIA MOLECULAR

Industria
farmacéutica
(24%)

Seguranca (11%)

Biomédica (22%)

Comidas e
bebidas (21%)

Figura 11 - Ramos que a bioespectroscopia atua

Dentre os métodos sorolégicos mais utilizados, o teste de ELISA apresenta boa sensibilidade na
deteccao de IgG e IgM. Outros métodos, como: o ECLIA e o RIFI também apresentam boa especificidade.
A desvantagem destes métodos esta na preparacao das amostras (lavagem, diluicdo e incubacao). A
existéncia de multiplos antigenos de 7. gondii ¢ um obstaculo, aumentando a reatividade cruzada
inespecifica, gerando os falsos positivos. Assim, outras técnicas de diagnostico, tais como espectroscopia
de FTIR e de Raman poderao permitir uma elevada sensibilidade para a deteccdo molecular de um modo
rapido e mais barato. Uma vez que sdo testes ndo destrutivos, ndo ha necessidade para uma preparacao
de amostras e, portanto, podem ser automatizados. Estudos com sangue de gatos, utilizando técnicas
espectrofotométricas, ja conseguem identificar a presenca de 1gG e IgM nestes felinos (Duarte et al.,

2013).

A tabela 5 mostra um comparativo entre as técnicas Espectrofotométricas de FTIR e Raman. A
espectroscopia vibracional tem o potencial de fornecer informacdes sobre materiais biologicos e realizar
analises de desordem celular. No entanto pode algumas dificuldades podem resultar pelo fato das
amostras possuirem grandes quantidades de moléculas, podendo influenciar no diagndstico de
patologias. Pode-se coletar dados e submeté-los a uma analise multivariada (estatistica), permitindo ao

pesquisador a identificacdo de tendéncias espectrais dificeis de serem percebidas visualmente.

A espectroscopia ¢ uma técnica ja utilizada na deteccdo de outros componentes biologicos, pois

suas propriedades de analisar a constituicdo bioquimica de fluidos e tecidos auxilia na diferenciacéo de
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compostos. A espectroscopia de FTIR e o Raman podem fornecer informacdes estruturais e quantificacao
de moléculas bioguimicas e fosforiladas em amostras bioldgicas. Assim, estas técnicas podem ser
utilizadas para diagnéstico precoce de doencas, de forma ndo invasiva e com resposta satisfatoria, ja
gue as mudancas moleculares em células, tecidos ou biofluidos, que sdo a causa ou o efeito de doencas,
podem ser detectadas e quantificadas por estas técnicas, obtendo a chamada bidpsia dptica, onde

analisa amostras bioldgica, sendo minimamente invasivas (Bitar, 2009).

Tabela 5 - Comparativo entre a espectroscopia FTIR e Raman

FTIR Raman
Faixa espectral 13300 - 3300 4000 - 50
Anélise de:
Gases Nao Sim
Liquidos Sim Sim
Sélidos Sim Sim
Sistemas aquosos Dificil Sim
Amostra macroscopica Sim Sim
Amostra microscdpica Nao Sim
Sinal Forte Fraco
Amostragem Fécil Fécil
Quantitativa Sim Sim
Naodnvasivo Sim Sim
Interface de fibra 6tica Sim Sim
Contetido informativo Baixo. Limitado a O-H, N-H e C-H Alta
ARG 0 Requer quimiometria Sim

reacao e modelagem

A espectroscopia de FTIR e o Raman sdo métodos capazes de identificar desorganizacéo celular
para identificacdo de cancer em diferentes tecidos (Gajjar et al., 2013a; Harris et al., 2009; Martin et al.,
2010). As doencas levam a mudancas na composicdo molecular dos tecidos afetados, essas mudancas
podem ser refletidas nos espectros. Se essas alteracoes forem especificas o suficiente para modificar o
espectro, pode-se identificar a patologia a partir desses marcadores espectrais (Choo-Smith et al., 2002).
A espectroscopia vibracional inclui diferentes técnicas, como o infravermelho e a espectroscopia Raman.
Podem ser usados para estudar uma ampla gama de tipos de amostras para analises qualitativas e
analises quantitativas (Flannery, 2014). O desenvolvimento das técnicas espectroscopicas (FTIR e
Raman) aliadas as técnicas de computacéo trouxeram significativas contribuicdes acerca da estrutura
das moléculas presentes em amostras liquidas ou solidas. As patologias existentes levam a mudancas

estruturais e quimicas que alteram os espectros vibracionais das moléculas e que podem ser usadas
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como referéncia na identificacao de doencas. A automatizacao desses técnicas é um grande atrativo para
laboratorios de diferentes ramos da ciéncia (Krafft et al., 2009).Com relacdo os modos vibracionais, a
matéria, ao receber um espectro de luz, possui um carater vibracional, ou seja, esses espectros
estimulam as ligacdes quimicas desta matéria. Estas ligacdes podem estirar contrair e dobrar (Smith,
1998). Basicamente ocorrem dois modos fundamentais de vibracdo molecular: 1) Estiramento ou
deformacao axial, onde a distancia entre dois atomos aumenta ou diminui, mas os atomos permanecem
no mesmo eixo de ligacao; e 2). Deformacdo angular, onde a posicdo do atomo muda em relacdo ao
eixo original da ligacao. As inovacoes trazidas pela espectroscopia de FTIR e Raman, como a identificacao
das propriedades fisico-quimicas das moléculas organicas e inorganicas de amostras de estudos,
trouxeram um melhor entendimento e compreensdo das funcdes desses aparelhos. Os espectros
produzidos possuem melhor resolucdo e, consequentemente, a identificacdo precisa de substancias

através do modo vibracional das moléculas presentes na substancia em estudo (Ramos, 2006).

A tabela 6 mostra os nuimeros de ondas associados ao comportamento realizado pelas
substancias. As diferencas das técnicas de espectroscopia para estudos de doenca resultam de analises
de espectroscopistas e pesquisadores médicos. A espectroscopia vibracional tem o potencial de fornecer
informacdes sobre materiais biologicos e realizar analises de desordem celular. Os estudos que utilizam
esses matérias bioldgicos relatam dificuldades pelo fato das amostras possuem grandes quantidades de
moléculas, podendo influenciar no diagndstico de patologias. Pode-se coletar dados e submeté-los a uma
analise multivariada (estatistica), permitindo ao pesquisador a identificacdo de tendéncias espectrais

dificeis de serem percebidas visualmente.

O espectrofotémetro infravermelho fornece a o mesmo tipo de informacédo do espalhamento
Raman (energias de vibracdo das moléculas). A diferenca entre as técnicas esta em seu mecanismo

fisico: a espectroscopia de FTIR trabalha com absorcdo de radiacdo e 0 Raman com a dispersao da luz.
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Tabela 6 - Valores de numeros de onda com as vibracdes correspondentes para cada um dos métodos
espectrofotométricos FTIR e Raman baseados nas frequéncias vibracionais e no comportamento das moléculas
presentes nas substancias

Comprimento de onda

FTIR Raman
(cm)
650 Alongamento de vibracdes de fosfolipidios
758 Alongamento de vibracdes de fosfolipidios
800 Alongamento de vibracdes de fosfolipidios
Ligacao de deformacao C - H e ligacdes C -
904 .
C do esqueleto proteico
Vibracdes simétricas do grupo
1057 fosfolipidico PO>
1249 Vibracdes ass.|n'1e.tr|cas do grupo
fosfolipidico PO>
1314 Amida IlI
Vibracdes simétricas do grupo
1395 CO0-
1456 Vibracao do grupo C=C
Vibracges de ﬂgxao (~1e NH e Vibracdes de flexdao de NH e alongamento
1544 alongamento de vibracdes do CN- ) . .
. de vibracdes do CN-amide I
amida Il
1648 Alongamento .da vibracao da Alongamento da vibracéo da amida |
amida |
Alongamento da vibracao de grupos C - O
1740 )
das proteinas
Alongamento da vibracéo de grupos C = 0
1780 )
das proteinas
1816 Vibracao do grupo C = 0

1.11.1 Espectroscopia Raman

As analises de materiais feitas por espectroscopia de vibracdo sao utilizadas para medir
guantitativamente concentracdes de substancias dentro de amostras liquidas (sangue, saliva e urina),
sdlidas (tecidos, 6rgaos e cultura de células), mudancas estruturais de proteinas (Benevides et al., 1986;
Lyng et al., 2007; Wen, 2007) e mapeamento de estruturas de imunoglobulinas (Painter & Koenig,
1975), permitindo diagnaésticos minimamente invasivos (Butler et al., 2016; H. Wang et al., 2010). Esses
fluidos corporais podem conter biomoléculas de interesse diagnostico (Hanlon et al., 2000), permitindo
ao investigador a deteccao de modificacdes nas substancias. As amostras bioldgicas sdo expostas a uma
fonte de excitacdo (laser), onde o foton torna-se excitado. O retorno deste féton ao seu nivel de energia
original emite uma frequéncia diferente que ¢ medida pelo aparelho. A informacdo quimica da amostra
¢ a sua identidade, ou seja, as transformacodes ocorridas, tanto a nivel celular, quanto extracelular, pelo
aparecimento de uma doenca, podem ser detectadas pelo Raman (Hanlon et al., 2000). O laser do

Raman pode discriminar diferentes tipos de células e tecidos para serem utilizados no diagnostico (Motz
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et al., 2005; Pence & Mahadevan-jansen, 2016), sendo uma ferramenta eficaz para eliminar ou reduzir
a necessidade de biopsias (Ember et al., 2017). A preferéncia dos pesquisadores por essa técnica se
deve ao fato da mesma nao utilizar marcadores ou cromoforos que possam influenciar nos espectros

(Notingher, 2007).

0 Raman pode ser utilizado para analise de componentes do sangue. Neste caso, os espectros
produzidos possuem picos especificos e podem diferenciar os analitos presentes, tanto no sangue,

quanto no plasma (Tatarkovi¢ et al., 2015).

As técnicas Raman conhecidas foram desenvolvidas através de caracteristicas especificas. A

tabela 7 demonstra as ferramentas das técnicas Raman e suas aplicacées em problemas bioldgicos.
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Tabela 7 - Resumo das técnicas de espectroscopia Raman (extraido de Ember et al., 2017)
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A Figura 12 representa como ¢ realizada a analise dos componentes das amostras. As regides
espectrais mais significativas do Raman para a analise de materiais biolégicos estao inseridas nas bandas
compreendidas entre 400 e 2.000 cm?, associados a vibracdes de ligacao de proteinas (1.500-1.700
cm-), carboidratos (470-1.200 cm* ), grupos fosfato de ADN (980, 1.080 e 1.240 cm?) e biomoléculas
celulares adicionais. Os numeros de onda mais altos(2.700-3.500 cm?) estdo associados ao

alongamento CH, NH e OH em lipideos e proteinas (Movasaghi et al., 2007).

Conversor de
laser de diodo imagem .
(830 nm) £ at°
#5559 Filtro de banda
Grade
itatitor holografica

B / II |
Agitador /
magnético

Prisma Filtro de
revestido encaixe

Figura 12 - Diagrama esquematico do sistema espectroscopico Raman para analise de componentes do sangue

Fonte:Hanlon et al. (2000)

A técnica Raman, ao analisar diferentes componentes presentes em amostras, pode ser utilizada

na deteccdo de patologias importantes, como descrito na tabela 8.

61



Capitulo 1 - Estado da arte

Tabela 8 - Fatores de interesse detectados pela espectroscopia Raman

FATOR DE INTERESSE

FONTE

Acido latico intramuscular

(Souza et al., 2003)

Investigacédo de pré-eclampsia

(Basar et al., 2012)

Verificacdo da eficacia de tratamento da leucemia

(Denbigh et al., 2017)

Deteccéo de sindrome de ovarios policisticos

(Momenpour et al., 2018)

Presenca de imunoglobulinas anti - 7. Gondii em
soro sangulheo de gatos

(Duarte et al., 2013)

Cancer de prdstata

(Mackanos & Contag, 2009; Mistro et al., 2015;
Theophilou et al., 2015)

Deteccéo de malignidade oral

(Sahu et al., 2015; Venkatakrishna et al., 2001)

Diagndstico pré-operatdrio de neoplasia da
glandula paroétida

(Yan et al., 2015)

Deteccéo do virus da SIDA em saliva

(Wang et al., 2009)

Deteccéo de carcinoma basocelulares

(Bodanese, 2008)

Identificacdo de hepatite C em soro de sangue

(Saade et al., 2008)

Deteccéo de artrite reumatoide

(Carvalho et al., 2004)

Deteccéo de depressao a partir do balanco
fosfolipidico-proteinas em individuos com
depressédo

(Depciuch et al., 2016)

Diagndstico de melanoma cutaneo

(Bitar, 2009)

Deteccéo de linfécitos humanos a partir de
infeccoes virais

(Kozicki et al., 2013)

Monitoramento em tempo real de gases
respiratérios e anestésicos durante cirurgias

(Westenskow et al., 2018)

Anélise do virus da dengue em soro de sangue

(Khan et al., 2016; Saleem et al., 2013)

Triagem de IgM baseada em espectroscopia
Raman para identificacdo de soros positivos e
negativos para infeccdo do virus da dengue

(Bilal et al., 2016)

Identificacéo de tracos de sémen e sangue

(Sikirzhytski, Sikirzhytskaya, & Lednev, 2012)

Diagndstico de asma

(Sahu et al., 2018)

Anélise de fluidos corporais para utilizagdo em
ciéncia forense

(Sikirzhytski et al., 2010; Virkler & Lednev, 2009)

Deteccéo de cancer de nasofaringe em soro de
sangue

(Feng et al., 2010)

Identificacdo de patégenos

(Maquelin et al., 2000)

Rastreamento de substancias toxicoldgicas
presente em células

(Notingher, 2007)

Identificacdo de bactérias patogénicas

(Dina et al., 2017)

Deteccéo e identificacdo de agentes patogénicos
microbianos

(Kotanen et al., 2016)
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FATOR DE INTERESSE FONTE
Diagndstico de displasia de esofago (Mads Sylvest Bergholt et al., 2014)

Medicao das concentracdes de substancias
guimicas no soro sanguineo, como: glicose, ureia, (Rohleder et al., 2004)
protelnas, colesterol e triglicerideos

Anélise de soro sanguineo para diagnosticar a

asma e monitorar a resposta ao tratamento (Sahu et al., 2013)

Medicao e quantificacdo da concentracdo de
proteina Creativa (PCR) no plasma sanguineo (Bergholt & Hassing, 2009)
como biomarcador de resposta inflamatéria

Diagnostico soroldgico de malaria - Plasmodium  (Bilal et al., 2015; Bonifacio et al., 2008; Chen et
falciparum - em eritrocitos al., 2016)

Deteccéo de lesGes pré neoplasicas (Short et al, 2011)

Verificacdo de danos isquémicos em soro

(Baranov, Vlasova, & Saletsky, 2004)
sanguineo

Deteccéo de aclicar na urina de diabéticos (Zou et al., 2016)

Deteccéo de diabetes tipo Il em soro sanguineo

. (Birech et al., 2017)
medicao

Da concentracédo de fibrinogénio no plasma
sanguineo para detectar fatores coagulantes e (Poon et al., 2012)
anticoagulantes

Diagno6stico da doenca de Alzheimer e outros

tipos de deméncia (Ryzhikova et al., 2015)

Monitoramento da oxigenacao sanguinea (Brazhe et al., 2018)

Deteccéo de cancer de mama (Haka et al., 2005; Marro et al., 2014)

Deteccéo de marcadores séricos para

identificacdo de cancer colorretal (Feng etal., 2015, J. Wang etal., 2014)

Diagnoéstico de cancer de laringe (Linetal., 2012)

Medicao de fosfolipidios e identificacéo e

avaliacéo de lesdes ateroscleréticas humanas (Silveira et al., 2018)

Deteccéo de rejeicdo aguda apos o transplante

renal (Tu & Chang, 2012)

A tabela 9 mostra os modos vibracionais, associados a amostras sanguineas e que substancias
podem ser identificadas pelo Raman. O diagnostico de cancer tem impulsionado as pesquisas com o
Raman, pois uma das hipoteses é que esta técnica pode detectar alteracdes moleculares em células,
tecidos e biofluidos, principal causa/efeito deste grupo de doencas (Kong et al, 2015). A espectroscopia
Raman nao ¢ influenciada pela presenca da agua, ja que esta substancia pode funcionar como um

dispersor, permitindo que as amostras analisadas com o Raman sejam biofluidas (Ellis & Goodacre,
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2006). Em geral proporciona mais detalhes espectrais e seus picos apresentam menor desordem de

picos.

Tabela 9 - Principais modos vibracionais e assinaturas de moléculas do sangue humano por Espectroscopia

Raman
Faixa (cm?) Sangue humano Assinatura molecular Referéncias
- (Espinosa-Mansilla et
510-1200 Soro Lipideos (HDL e LDL) al., 2005)
(Espinosa-Mansilla et
510-1320 Sangue e soro Glicose al., 2005; Levy et al.,
2005)
(Espinosa-Mansilla et
510-1800 Sangue e soro Triglicérides al., 2005; Levy et al.,
1995)
. (Espinosa-Mansilla et
550-1800 Soro Creatinina al., 2005)
565-1746 Soro Colesterol (Levy et al., 1995)
(Espinosa-Mansilla et
720-1602 Sangue e soro Albumina al., 2005; Levy et al.,
1995)
(Krone & Nagele,
744/760/1342/48 Sangue e soro Triptofano 1988; Papadakis et al.,
1999)
o (Hadda et al., 2007;
829-851 Soro Tirosina Papadakis et al., 1999)
(Krone & Nagele,
1000/1003 Sangue e soro Fenilalanina 1988; Papadakis et al.,
1999)
. (Espinosa-Mansilla et
1000-1800 Soro Globulina al., 2005)
. . (Papadakis et al.,
940-1320 Plasma Amida lll- a hélix 1999)
. . (Papadakis et al.,
960 Plasma Amida lll- random coil 1999)
990/1240 Plasma Amida Ill- B sheet (Papadaks et al,
1999)
. (Steiner & Urowitz,
1230-1309 Plasma e soro Amida Il 2009)
1542/1620 Sangue e soro Hemoglobina (Krone & Nagele,
1988)
. (Steiner & Urowitz,
1645-1680 Plasma Amida | 2000)
1654 Soro Amida | (Seven et al., 2008)
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1.11.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
A espectroscopia de FTIR foi aplicada em pesquisas biomédicas por muitos anos e a literatura
vem se expandindo a cada ano, sendo aplicado a deteccdo de marcadores de doencas em fluidos

corporais, como urina e sangue.

A técnica de espectroscopia no infravermelho atua na absorcdo de luz que se encontra na regiao
do infravermelho do espectro eletromagnético. Como ja foi referido, as técnicas espectroscopicas podem
identificar diferentes compostos bioquimicos presentes em uma amostra sanguinea (Benezzeddine-
Boussaidi et al., 2009), além de biofltidos (Oliver, 2015). Esses compostos bioguimicos possuem
ligacdes que vibram de forma especifica (niveis de energia), ja que essas moléculas possuem energia
potencial, geometria molecular e massas, também, especificas. A medida fundamental obtida na
espectroscopia por infravermelho é o espectro infravermelho, caracterizado por um grafico que ilustra a
medida da intensidade da luz infravermelha versus o comprimento de onda (cm?). O mais prevalente
tipo de espectrometro é chamado de Espectrometria no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR). A espectroscopia de FTIR é primariamente utilizado para deteccao de grupos funcionais quimicos
na amostra. Os picos produzidos no espectro infravermelho sdo proporcionais a concentracdo dos
analitos presentes na amostra, ou seja, esta técnica também pode ser eficiente para medir concentracdes
(Smith, 1998). Grande parte das pesquisas utiliza a regido de 4000 a 900 cm* para analise no FTIR,
pelo fato desta regido apresentar bandas com informacoes referentes aos compostos organicos. A
espectroscopia no infravermelho permite analisar simultaneamente aminoacidos, acidos graxos,
proteinas e polissacarideos, bem como possui diferenciais significativos, por fornecer uma analise rapida,
pratica e reprodutivel, sem haver necessidade do uso de reagentes quimicos e de grande quantidade de

amostra (Kaderbhai et al., 2003).

A espectroscopia de FTIR é uma técnica que utiliza um interferdmetro ao invés de um
monocromador, permitindo que a leitura de um espectro seja mais rapida, ja que as frequéncias sao
colhidas simultaneamente (multiplas leituras de uma amostra, tirando a média e aumentando a
sensibilidade delas). Os espectrofotdmetros FTIR mais modernos ja sao equipados com esse sistema de

monocromador.

A espectroscopia de infravermelho é utilizada para diagnostico de varias patologias, como

descrito na tabela 10.
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Tabela 10 - Fatores de interesse que sdo detectados pela espectroscopia FTIR

FATOR DE INTERESSE

FONTE

Identificar tipos sanguineos de espécies diferentes

(Mistek & Lednev, 2015; Zhang et al., 2016)

Monitoramento da oxigenacéo tecidual

(A. Lima & Bakker, 2011)

Identificacdo de biomoléculas para diagndstico de
esdfago de Barret

(Wang et al., 2007)

Identificacdo de grupos sanguineos

(Ushasree & Ahmad, 2017)

Anélise de multicomponentes de lipidios no
sangue

(Bazar, Eles, Kovacs, Romvari, & Szabo, 2016)

Deteccéo e tipagem de arbovirus (dengue, Zika e
Chikungunya)

(Santos, 2018)

Anédlise 6ssea para diagndstico da osteoporose

(Boskey & Mendelsohn, 2005)

Deteccéo de aneurisma

(Bonnier et al., 2006)

Monitoramento de glicose no sangue

(Shen et al., 2003; Yadav et al., 2015)

Medicao dos efeitos das alteracdes intra e
extracraniana da pressao arterial transitoria

(Minati, Kress, Visani, Medford, & Critchley, 2011)

Avaliacdo da qualidade dos odcitos e na deteccao
de biomarcadores em liquido sinovial

(Ellis & Goodacre, 2006)

Avaliacédo da qualidade dos odcitos e na deteccao
de biomarcadores em sangue

(Lechowicz et al., 2016)

Diagndstico de artrite, deteccédo de LDL -
lipoprotelnas de baixa densidade — para pacientes
com dislipidemia

(Sato et al., 2010)

Medicéo de TSH (hormdnio tréfico
estimulante) em soro de sangue

(Mello et al., 2011)

Medicao de oxigénio em tecidos do figado

(Schulz et al., 2002)

Identificacdo de albumina glicada

(Chesne et al., 2006)

Deteccéo de colite ulcerosa e doenca de Crohn

(Titus et al., 2017)

Deteccéo de insuficiéncia renal

(Khanmohammadi et al, 2015)

Diagndstico de cancer

Céncer cervical e melanoma

(Mordechai et al., 2004)

Cancer pulmonar

(Hang et al., 2018; Lewis et al., 2010; Wang et

al., 2014)
(Baker et al., 2008; Siqueira & Lima,
Prostata 2016)
Ovario (Gajjar et al., 2013)
Melanoma (Srisayam et al, 2014)

Sarcoma de Ewing

(Chaber et al., 2017)

Leucemia

(Mostaco-Guidolin & Bachmann, 2011;
Rahim et al., 2016)

Célon

(Rigas et al., 1990)
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FATOR DE INTERESSE

FONTE

Esofégico

(Wang et al., 2003)

Gastrico

(Colagar et al., 2011; Liu et al, 2017)

Bexiga urinaria

(Li et al., 2015; Ollesch et al., 2014)

Cérebro

(Gajjar et al., 2013; Hands et al., 2016)

Linfoma

(Ghimire et al., 2017)

Alteracdes na pele devido ao carcinoma

(C. A. Lima, Goulart, Cérrea, Pereira, &
Zezell, 2015)

A tabela 11 identifica os modos de vibracdo de moléculas encontradas em sangue humano,

obtidas a partir da analise espectral por espectroscopia FTIR. Os trabalhos listados identificam as

composicoes bioguimicas de diferentes constituintes, tanto do plasma, como do sangue.

Tabela 11 - Modos vibracionais e atribuicoes de compostos presentes no sangue por espectroscopia FTIR

POSICAO B MODOS ~
AMOSTRA ATRIBUICAO REFERENCIAS
PICO (cm-1) VIBRACIONAIS
Colesterol, triglicérides
565-1746 Sangue (Berger et al., 1999)
e proteina
720-1602 Sangue Glicose e albumina (Berger et al., 1999)
Glicose, sacarideos, slari ihoi
900-1300 Plasma v (C-0) (Déleris & Petibois
lactato e glicerol 2003)
(Petibois, Cazorla,
900-1300 Plasma Glicose e lactato v (C0) Cassaigne, & Déléris,
2001)
Fosfolipideos de
925-1250 Soro vas (C-0-C) (Sankari et al., 2010)
proteinas
. Benezzeddine-
1137-1150 (
Plasma Imunoglobulina A Boussaidi et al,, 2009)
Benezzeddine-
1464-1560 i (
Plasma Imunoglobulina G Boussaidi et al., 2009)
Benezzeddine-
1289-1420 i (
Plasma Imunoglobulina M Boussaidi et al., 2009)
950-1100 Soro Colesterol (Budinova et al., 1997)
950-1185 Soro Glicose (Budinova et al, 1997)
Acidos graxos, 8as (CH3),
1430-1480  Plasma fosfolipideos e 8as (CH2), e oy
triglicérides &8s (CH3),
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POSICAO B MODOS -

AMOSTRA ATRIBUICAO REFERENCIAS

PICO (cm-1) VIBRACIONAIS
8s (CH2)

1360-1430  Plasma Aminodacidos v (C-009) (Deleris & Petibos,

2003)
Esteres de colesterol e C1Ap -

2950-2990 Plasma v as (CH3) (Déléris & Petibois,

triglicérides 2003)

Lipideos, ésteres de
(Déléris & Petibois,

1732-1739 =
Plasma colesterol e v (C=0) 2003)
triglicérides
. Erukhimovitch et al.
1592 ( '
Soro Amida lell 8 (NH2) 2006)
. Erukhimovitch et al.
1056 ( '
Soro Carboidratos 2006)
. Gunasekaran & Uthra
3303 - ( ’
Soro Amida A v (N-H) 2008)
Gunasekaran & Uthra
3068 i ( !
Soro Amida B 2008)
. (Gunasekaran & Uthra,
1403, 1455
) Soro Grupo metil 2008)
1151-1599  Plasma Acido urico (Heise et al., 1994)
1351-1700 Plasma Proteinas totais (Heise et al., 1994)
1130-1801 Plasma Ureia (Heise et al., 1994)
1739 Soro Fosfolipideos (HDL) v (C=0) Liu et al., 2002
1220-1330 Soro Amida Ill (Petibois et al., 2001)
1107-1163 Soro Lactato v (CO) (Petibois et al., 2001)
1405-1411 Plasma IgG, IgA e IgM (Petibois et al., 2001)
1480-1600 Plasma Proteinas 8 (N-H) (Petibois et al., 2001)
Proteinas (metil e
1200-1400 Soro S (C-H) (Sankari et al., 2010)

metileno)

0 uso da técnica espectrofotométrica FTIR em conjunto com a regressao de minimos quadrados
parciais (Partial Least-Squares - PLS) faz com que este método possua sensibilidade, especificidade e
acuracia satisfatorios (Riley et al., 2007). Um espectro biologico infravermelho com atribuicdes

moleculares é mostrado na Figura 13.
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Figura 13 - Espectro biologico de carcinoma humano com as absorbancias de pico biomolecular de 3.000-800
cm-1 (Extraido de Baker et al., 2015)
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A descoberta do causador da toxoplasmose instigou pesquisadores de todo o mundo a
investigarem o comportamento do 7. gondii. Esse parasita é conhecido como um importante patogeno
oportunista de fetos, recém-nascidos e pacientes com uma variedade de imunodeficiéncias primarias
genéticas e adquiridas. A deteccéo do parasita é dificultada pela existéncia de epitopos diferentes, sendo
necessaria a utilizacdo de alvos antigénicos especificos (antigenos purificados, recombinantes ou
sintéticos), além da baixa sensibilidade dos métodos parasitolégicos onde existe uma carga parasitologica
minima. A deteccdo do 7. gondli, diferentemente de outras parasitoses, ndo é por pesquisa de ovos, mas
através da presenca de imunoglobulinas especificas que precisam de um imunodiagnéstico. A variedade
de testes padronizados e disponiveis no mercado ndo ¢ suficiente para que se produza um consenso
global sobre quais métodos laboratoriais que devem ser utilizados para determinar o estagio da infeccao
(aguda/cronica), forma infectante (taquizoito, cisto ou oocisto) e genétipo da cepa. A identificacao destes
parametros facilita um tratamento mais adequado ao paciente, principalmente em individuos dos grupos

de risco (gestantes e portadores de VHI).

A producdo do conhecimento cientifico que possa fornecer parametros de controle através da
salde publica é uma medida eficaz na prépria prevencdo da doenca. O rastreio da toxoplasmose é

imprescindivel para que seus males nao se perpetuem na sociedade.

Esta tese esta dividida em seis capitulos. O capitulo | abrange uma revisao sistematica sobre a
biologia do patégeno, distribuicao geografica, epidemiologia e aspectos gerais da doenca e descricao de
métodos utilizados para detectar os anticorpos especificos. O capitulo || compreende os objetivos, geral
e especifico, e estruturacéo da tese. O capitulo lll descreve os aparelhos utilizados na tese e as variaveis
estatisticas utilizadas para embasamento matematico dos resultados produzidos pelas técnicas. O
capitulo IV apresenta os resultados obtidos com relacdo ao perfil epidemioldgico, avaliacdo econdmica
das técnicas e analise dos espectros do Raman e FTIR. O Capitulo V oferece as principais conclusdes da

tese, enquanto o capitulo VI apresenta as sugestoes para trabalhos futuros

2.1 Objetivo geral

Verificar a presenca de anticorpos antitoxoplasmose no sangue de usuarios utilizando o
espectrofotdbmetro Raman e FTIR, a fim de implementar um rastreio sorolégico em escala macica,

utilizando métodos mais rentaveis e utilizando baixas quantidades de soro.
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2.2 Objetivos especificos

Identificar anticorpos IgM e 1gG no sangue de voluntarios utilizando a técnica da
espectrofotometria Raman e FTIR;

Identificar os espetros produzidos pelo IgM e 1gG em soro sanguineo;

Comparar as analises do espectrofotdbmetro com o teste imunoenzimatico (tradicional)
para verificar a confiabilidade do diagnodstico, utilizando uma Analise Estatistica
Multivariada;

Comparar o custo/beneficio das técnicas utilizadas na tese com a técnica utilizada padrao
ouro;

Contribuir com a epidemiologia da toxoplasmose;

Verificar a reprodutibilidade (repetitividade) e a validade (acuracia) entre os dois

métodos.
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Este estudo foi avaliado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte. Todos os procedimentos foram devidamente esclarecidos aos participantes, tendo sido utilizado
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento (TCLE). A pesquisa de campo foi realizada

exclusivamente no Laboratorio DNA Center de Natal, estado do Rio Grande do Norte, Brasil.

As amostras de soro sanguineo de 400 pacientes (valor obtido de acordo com o calculo amostral)
foram obtidas no referido laboratério e cedidas espontaneamente como consta no TCLE, no periodo de
20/05/2016 a 23/06/2016. As amostras originadas de pacientes menores de dezoito anos, idosos,
pacientes graves, isentos de HbsAg (hepatite B) e de anticorpos para o VHC (hepatite C) e o HIV foram

excluidos da pesquisa.

As amostras foram previamente preparadas (cadastradas no sistema e centrifugadas por dez
minutos) e avaliadas pelo teste de ECLIA. Em seguida foram transportadas em caixa isoladora de
temperatura com resfriamento interno a 3°C para que nao houvesse desnaturacdo de proteinas na

analise do Raman e FTIR. Os testes duravam, em média, 5 minutos.

3.1 Teste de ECLIA

O teste de ECLIA foi realizado no Laboratério DNA Center de Natal. Visando a deteccédo da
presenca de anticorpos anti-7. gondii (I1gG e 1gM) no soro de pacientes, foi realizado o teste seguindo o
protocolo do laboratorio e os resultados foram quantificados. O aparelho utilizado foi um Cobas®e411,
marca Roche, totalmente automatizado para ensaios imunologicos. Os reagentes utilizados foram
inseridos no aparelho e protegidos de elementos externos, evitando a contaminacao das amostras, dos
reagentes e das calibracoes. A amostra (10 ml) foi automaticamente pré-diluida a 1:20 com o diluente
Elecsys Diluent Universal (Roche®). Em seguida, foi adicionado antigeno recombinante especifico de 7.
gondli marcado com um complexo de ruténio (Complexo Tris — (2,2’ bipiridil) ruténio(ll) Ru(bpy)=). Sdo
adicionados anticorpos monoclonais biotinilados especificos anti-lgG/IgM humana e microparticulas
revestidas de estreptavidina. O complexo formado liga-se a fase solida pela interacao da biotina e da
estreptavidina. A mistura de reacao foi aspirada para a célula de leitura, onde as microparticulas séao
fixadas magneticamente a superficie do eléctrodo. Os elementos nao ligados foram entdo removidos com
ProCell (Kit com 6x380mL). A aplicacdo de uma corrente eléctrica ao eléctrodo induz uma emissao
quimioluminescente que é medida por um fotomultiplicador. Os resultados foram determinados
automaticamente pelo software Elecsys comparando o sinal de eletroquimioluminescéncia obtido do
produto de reacdo da amostra com o sinal do valor de cutoff anteriormente obtido pela calibracao do

ensaio toxoplasmose 1gG/IgM.
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3.2 Espectroscopia FTIR

Antes da analise por espectroscopia FTIR as amostras foram preparadas misturando 10 ml de
plasma sanguineo dos pacientes e 100 uL de conjugado (anti-IgG/IgM + peroxidase, BioClin®) em tubos
de vidro da marca Labor® e aguardados por 5 min. Foi utilizado um espectrofotdometro infravermelho de
modelo Spectrum 65 FTIR da marca Perkin Elmer®. A analise foi feita colocando uma gota da amostra
previamente preparada no compartimento do aparelho. Foi mantida uma temperatura de 28° C durante

a analise, para diminuir a influéncia da agua na producdo das bandas.

Os espectros foram obtidos na faixa de 1800 a 800 cm+, ja que a maioria das assinaturas
espectrais biomoleculares residem nessa area (Theophilou et al., 2015), com resolucdo de 4 cm-, de
alta resolucdo. O espectrofotdbmetro FTIR utilizado estava equipado com um detector DTGS para

aumentar a sensibilidade do aparelho.

As vibracdes de cada banda foram realizadas no espectro infravermelho nos soros sanguineos ao

comparar com uma amostra controle, sem a presenca das 1gG e IgM (comprovado pelo ECLIA).

3.3 Espectroscopia Raman

As amostras foram preparadas tal como descrito acima para o método de espectroscopia FTIR.

As analises do plasma sanguineo foram feitas no DXR 2 SmartRaman da marca Thermo Scientific®.

Os espectros foram obtidos na faixa entre 1800 a 650 cme poténcia do laser de 14 mV. Foram
aplicadas a correcdo de fluorescéncia e a correcao de linha de base, ocorrendo a medicdo em triplicatas.
0O laser foi aquecido por trés minutos para que as amostras fossem medidas pela mesma quantidade de

energia. O aparelho foi configurado com o software OMNIC™ para a quantificacdo, calibracdo e validacao.

3.4 Bioestatistica associada aos exames diagndsticos

Os métodos diagnosticos que utilizam variaveis dicotdmicas (positivo / negativo) abordam a
sensibilidade e especificidade como avaliacdo de desempenho quando comparadas com o método de
referéncia. O melhor teste diagnostico seria um teste com 100% de sensibilidade e especificidade, mas
os valores destas propriedades sao dependentes da quantidade de positivos e negativos e do valor do
teste que define os valores anormais. Assim, os verdadeiros positivos (VP) referem-se ao nimero de
doentes que foram detectados pelo exame em estudo e pelo exame padrdoc-ouro. Os verdadeiros
negativos (VN) referem-se ao nimero de pessoas sem a doenca, tanto no teste em estudo, quanto no
teste padrao-ouro. Os falso-positivos (FP) refletem o nimero de pacientes que foram diagnosticados como

sendo doentes pelo exame em avaliacdo e sadio pelo teste padrao-ouro. Os falso-negativos (FN)
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representam o numero de pacientes que foram negativos no exame em estudo e positivos no teste

padrao-ouro.
Os calculos estatisticos utilizados foram embasados nas formulas descritas abaixo:

° Caélculo amostral — O calculo amostral para se determinar o quantitativo de amostras a serem

analisadas foi baseado na seguinte férmula:

(5.p)*=(p.g/n).Z

Equacado 1 - Férmula para calculo da quantidade de amostras analisadas

Onde:

- n e o tamanho da amostra;

- 8= erro padréo;

- p = probabilidade de o evento ocorrer;

- q = probabilidade do evento nao ocorrer;

- Z = valor tabelado da distribuicado Normal (1,96 para o IC= 95%) (Vieira, 2008)

Utilizando um intervalo de confianca de 95%, admitindo um erro de 10% e a média de prevaléncia
de Toxoplasmose de 60% (baseado na maioria dos estudos sorolégicos), obtém-se que o tamanho
minimo da amostra necessaria para esse estudo e de 130 amostras. Para se obter o dimensionamento
numerico e a técnica de amostragem dos elementos de um estudo é necessario realizar o planejamento
amostral, ou seja, vislumbrar o problema investigado a fim de que se possa unir a significancia estatistica

dos testes ao significado clinico dos resultados (Miot, 2011).

° Regressao logfstica bindria: A regressao logistica na area de saude é muito comum. E um
modelo estatistico que utiliza uma funcao logistica para modelar uma variavel dependente binaria ou
multinominal. Quando aplicados corretamente, as analises de regressao logistica fornecem informacoes
muito poderosas sobre quais atributos (ou seja, variaveis) sdo mais ou menos provaveis de prever o
resultado do evento em uma populacao de interesse. Esses modelos também mostram até que ponto
as mudancas nos valores dos atributos podem aumentar ou diminuir a probabilidade prevista de

resultado do evento.

° Sensibilidade (S) - é a capacidade que o teste diagndstico/triagem apresenta de detectar os

individuos VP, ou seja, de diagnosticar corretamente os doentes. Foi obedecida a seguinte formulacao:
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VP
VP + FN

Equacédo 2 - Equacao para determinacdo de sensibilidade do teste

Os testes com alta sensibilidade devem ser utilizados para afastar outras doencas na fase inicial
do diagnodstico, quando o 6nus de nao fazer o diagndstico ¢ alto (tratamento
imediato pode melhorar a sobrevida de um paciente com uma doenca que ameaca a

sua vida) e rastreamento (screening) de doencas na populacao.

° Especificidade (E) - é a capacidade que o teste diagnostico/triagem tem de detectar os VN, isto

¢, de diagnosticar corretamente os individuos sadios, de acordo com a equacéo 2.

VN

E=T+w~

Equacéo 3 - Equacao para determinacao de especificidade do teste

Os testes com alta especificidade sao indicados para confirmar um diagnostico sugerido por
outros exames (menos especificidade) e resultados falso positivos que podem ser lesivos ao paciente
(certeza no diagnostico para iniciar um tratamento clinico que acarreta mudancas nos habitos do

paciente.

. Valor preditivo do teste — Em epidemiologia, o sucesso de um teste diagndstico depende da
extensdo que o mesmo pode predizer sobre a ocorréncia da doenca ou infeccdo. Calcula-se a

probabilidade de o paciente estar verdadeiramente com a doenca ou livre dela.

v" Valor preditivo positivo (VPP) - é a proporcdo de doentes entre os positivos pelo teste.

VP

TR

Equacéo 4 - Equacao para determinacéo do Valor Preditivo positivo do teste.

v" Valor preditivo negativo (VPN) - ¢ a proporcdo de sadios (sem a doenca) entre os negativos ao

teste.

VN

N=—T""—"F""
VP VN+ FN

Equacdo 5 - Equacéo para determinacéo do Valor Preditivo negativo do teste
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° indice Kappa (k) - Uma maneira muito utilizada para expressar a confiabilidade de um teste é
através do indice k que constitui um avanco em relacdo a taxa geral de concordancia, por ser um
indicador de consonancia ajustada. O k informa a proporcdo de concordancia ndo aleatéria (além da
esperada pela chance) entre observadores ou medidas da mesma variavel categdrica, e seu valor varia
de "menos 1" (completo desacordo) a "mais 1" (concordancia total). Se a medida concorda mais
frequentemente do que seria esperado pela chance, entdo o indice k ¢ positivo; se a concordancia é

completa k = 1. Zero indica 0 mesmo que leituras feitas ao acaso. A tabela 12 apresenta a referéncia

para o valor de Kappa.

Equacéo 6 - Estatistica de Kappa

Onde:

v po: proporcao observada estimada;

v pe: proporcao esperada estimada

P,— D,
1_pe

Tabela 12 - Referéncia do indice Kappa (K) e niveis de interpretacdo de concordancia

INDICE KAPPA (K) NIVEL DE CONCORDANCIA
< 0,00 Insignificante

0.00a0.20 Fraco
0.21a0.40 Razoavel
0.41a0.60 Moderada
0.61a0.80 Bom
0.81a0.99 Otimo

1.00 Perfeito

° Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) - E uma medida da capacidade de um observador

para determinar se um método diagnostico é confiavel ou ndo e em que grau. A area sob a curva ROC é

um indicador importante porque fornece uma medida da precisdo total independente de um limiar
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particular. A leitura das curvas ROC permite quantificar a relacdo entre sensibilidade e especificidade de
um teste diagnostico, ja que esta medida é de dificil conciliacdo, observando o delineamento gerado pela
comparacao com uma curva em diagonal e a area sob a curva, gerando medidas diretamente
proporcionais: quanto maior a area, melhor o teste. Na representacao da curva ROC, a area sob a curva
define a probabilidade do teste em detectar os verdadeiro-positivos e os verdadeiro-negativos, ou seja,
expressa a acuracia do teste. Quando mais perto do canto superior esquerdo estiver a curva, melhor é o
teste. A curva gerada demonstra se a sensibilidade vem em detrimento da especificidade e vice-versa.
Quanto maior a area definida pela curva, melhor sera o teste. A curva ROC e tracada colocando-se no
eixo das abscissas (x) as probabilidades de ocorréncia de resultados falso-positivos, que também pode
ser expresso como l-especificidade. No eixo das ordenadas (y) colocamos as probabilidades de
ocorréncia de resultados verdadeiro-positivos que também podem ser expressos como a sensibilidade

do teste para aquele valor.

° Verossimilhanga - Esta analise descreve o desempenho de um teste diagndstico. E utilizada
para calcular a probabilidade de doenca depois de um teste positivo ou negativo. A razdo de
verossimilhanca ou razao de probabilidades é dada em chances (razdo de duas probabilidades) e ¢
definida como a probabilidade de um resultado do teste em pessoas com a doenca, dividida pela
probabilidade do resultado do teste em pessoas sem a doenca. Seus resultados mostram quantas vezes
mais provavel, ou menos, encontramos um resultado de um teste em pessoas doentes comparadas com
as nao doentes. Os resultados dicotomizados, que nessa pesquisa se adotou como sendo “positivo” e
“negativo”, associam-se a um teste positivo e o outro a um teste negativo. Este dado estatistico € menos

susceptivel a mudancas de prevaléncia da doenca.

Verossimilhanga positiva — Chance de um resultado positivo ser verdadeiro positivo. Quanto maior a

razao de verossimilhanca, melhor sera o teste.

S L
VP + FN

FP
FP + UN

VP =

Equacdo 7 - Equacéo para determinacao do valor de Verossimilhanca positiva

Verossimilhanga negativa — Chance de um resultado negativo ser verdadeiro negativo. Quanto menor a

razao de verossimilhanca negativa, melhor sera o teste.
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FN
VP + FN
VN
FP + VN

VN =

Equacao 8 - Equacao para determinacao do valor de Verossimilhanca negativa

Os estudos de comparacao de testes diagnosticos devem obedecer aos critérios de aleatorizacao.
E necessario verificar se os testes atendem aos principios estatisticos quando comparados aos pacientes
sadios e doentes. Além disso, os testes em estudo devem ser aplicados nas mesmas condicdes da clinica
média e ter a capacidade de detectar tanto pacientes graves, quanto portadores da doenca com sintomas

semelhantes a outras doencas.

° Coeficiente de correlagdo de Pearson: Medicdo da correlacdo entre duas varidveis que se
associam a partir da distribuicdo das frequéncias ou pelo compartilhamento de variancia (Paranhos et

al., 2014).

= | Z(.\‘i—X}{j'r’—Y}

n—1 5x sy

Equacdo 9 - Equacao da correlacao de Pearson

Tendo como base a tabela 13 abaixo, pode-se atribuir valores (entre O e 1) para correlacionar
variaveis. Quando a relacado é positiva “r" tomara o valor 1 quando a relacao é perfeita. Quando a relacado
é negativa “r"” tomara o valor -1 quando a relacdo é perfeita (contraria). Quando a relacao é difusa ou

nao linear “r" sera igual a O.

Tabela 13 - Coeficiente de correlacao de Pearson

Coeficiente de correlacdo de Pearson
Variacao Correlacdo
0 Nula
0,01 -0,35 Fraca
0,36-0,65 Média
0,66 - 0,95 Forte
0,96 - 0,99 Muito forte
1 Perfeita
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° Perfil epidemiolégico — O perfil epidemiologico é um importante indicador de condicdes de vida
de uma populacado. As variaveis utilizadas servem para tracar um perfil de uma comunidade, se
comprometendo a expor uma analise verdadeira das condices de saude da populacédo, construindo o
desenvolvimento de um sistema de satde (Rouquayrol, 2013). Essa variavel é fundamentada em outras
variaveis inseridas no contexto social (faixa etaria, renda, escolaridade, saneamento basico,
conhecimento sobre a doenca, presenca de caes e gatos, consome carne e vegetais crus ou mal passado
e habitos de higiene) e na avaliacdo das condicdes de vida e saude de uma populacdo. As variaveis
descritas foram analisadas neste estudo para tracar o perfil populacional e associa-las as condicdes

relacionadas a presenca das imunoglobulinas.

° Método Stepwise Forward — Os métodos de selecdo e exclusdo de variaveis sao baseados em
calculos que verificam a importancia de cada variavel para serem inseridas nos modelos. Essa
importancia é definida de acordo com a significancia estatistica do coeficiente associado a variavel. Em
cada passo do procedimento a variavel mais importante, em termos estatisticos, é aquela que produz a

maior mudanca no logaritmo da verossimilhanca em relacdo ao modelo que nao contém a variavel.

° Estatistica de Wald - Este teste é obtido a partir da comparacao entre a estimativa de maxima
verossimilhanca e a estimativa de seu erro padrdo. Esta estatistica teste tem distribuicdo Normal, sendo

seu valor comparado com valores tabulados de acordo com o nivel de significancia definido.

3.5 Avaliacdo econdmica dos métodos diagndsticos

Os métodos em estudo foram submetidos a uma avaliacdo econémica. Os custos de maquinario
e insumos foram comparados para designar o melhor teste, seja no custo minimizacdo ou no custo

efetividade.

O custo minimizacao foi calculado a partir de dos custos da técnica padrdo menos os custos da

técnica em estudo, como descrito na formula abaixo:

c

RamanFTIR  CECLIA
Equacdo 10 - Formula custo minimizacdo. Ceamavene = Custo Raman/FTIR - Ceown = Custo ECLIA

Esse tipo de analise econdmica possui praticidade, pois necessita apenas mensurar custos. Para

o calculo do custo efetividade, utilizou a seguinte férmula para analise:

C,— C.
Efetividade IgG/IgM

RICE =

RICE - Récio Incremental; Cs — Custo nova tecnologia; Cc — Custo tecnologia atual; Efetividade tecnologia atual.
Equacéo 11 - Racio incremental custo-efetividade de IgG (extraido de Pereira, 2009)
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A efetividade das técnicas é baseada no numero de amostras positivas que as mesmas

conseguem detectar, sendo uma avaliacdo que utiliza desfechos concretos da pratica clinica.
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Dentre as 400 amostras analisadas, 363 pacientes eram do sexo feminino (90,75%) e 37 eram
do sexo masculino (9,25%). As amostras foram caracterizadas, numa primeira fase, quanto ao perfil
epidemioldgico da distribuicao da doenca na populacao, tendo como base os resultados do métodos
padrao - ECLIA. Posteriormente as amostras foram avaliadas por dois métodos alternativos de
identificacao de IgG e IgM, a espectroscopia Raman e FTIR. Esta avaliacéo foi feita por observacao dos

espectros e por analise estatistica. Foi também efetuada uma analise de custos as 3 técnicas indicadas.

4.1 Perfil epidemiolégico

O perfil epidemioldgico foi feito para identificar o quadro de saude da populacdo e os fatores que
sdo responsaveis pela distribuicdo da doenca na regido estudada. Com o levantamento do perfil
epidemioldgico, os gestores podem avaliar a doenca e identificar os pontos criticos que precisam de
solucdo imediata (saneamento basico, tratamento das doencas, campanhas de prevencdo e controle).
Dessa forma, as acdes serdo voltadas aos problemas de forma pontual, facilitando o trabalho dos

profissionais e contribuindo para a melhoria da saude da populacao.

As amostras com imunoglobulina G, ou seja, pacientes ja expostos ao parasita, apresentaram

frequéncia de 65% (IC95% [60,2%, 69,6%]) (Tabela 14).

Tabela 14 - Frequéncia de IgG em plasma sanguineo

95,0% Lower 95,0% Upper
Count Column N %
CL CL
Negativo 140 35,0% 30,4% 39,8%
Sorologia IgG Positivo 260 65,0% 60,2% 69,6%
Total 400 100,0%

A distribuicdo das imunoglobulinas de acordo com as variaveis estudadas (sexo, faixa etaria,
escolaridade, renda, conhecimento da doenca, saneamento basico, animais (Caes e gatos), consumo de
carne crua ou mal passada, consumo de vegetais crus e habitos de higiene) conduziu aos resultados

reportados na tabela 15.
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Tabela 15 - Distribuicao das variaveis segundo a sorologia 1gG

Positivo
N nP % pvalue
Feminino 363 240 66,1% <0,001
Sexo
Masculino 37 20 54,1% 0,642
18-22 52 32 61,5% 0,031
23-27 111 78 70,3% <0,001
28 -32 106 72 67,9% <0,001
Faixa etaria
33-37 69 43 62,3% 0,006
38-42 50 31 62,0% 0,028
43-50 12 4 33,3% 0,221
Ens. fund inc ou sem
42 26 61,9% 0,049
escolaridade
Ens. fund comp 91 63 69,2% <0,001
Ens. médio inc. 98 66 67,3% <0,001
Escolaridade
Ens. médio comp. 108 68 63,0% <0,001
Ens sup inc 33 19 57,6% 0,325
Ens sup comp ou pos-
28 18 64,3% 0,061
graduacao
Um salario 220 151 68,6% <0,001
Entre um e dois 152 90 59,2% 0,002
Renda
Entre dois e trés 22 16 72,7% 0,007
Acima de quatro 6 3 50,0% 1,000
Conhecimento sobre Nao 132 95 72,0% <0,001
a doenca Sim 268 165 61,6% <0,001
Nao 266 167 62,8% <0,001
Saneamento basico
Sim 134 93 69,4% <0,001
Animais (cdes e Nao 339 217 64,0% <0,001
gatos) Sim 61 43 70,5% <0,001
Consome carne crua Nao 256 168 65,6% <0,001
ou malpassada Sim 144 92 63,9% <0,001
Consome vegetais Nao 24 13 54,2% 0,773
crus Sim 376 247 65,7% <0,001
Nao 30 20 66,7% 0,020
Habitos de higiene
Sim 370 240 64,9% <0,001

A partir dos resultados obtidos na tabela 15, é possivel inferir que a variavel "faixa etaria" tem
uma probabilidade de soropositividade de 1,48 vezes maior, principalmente nas faixas etarias entre 23

e 37 anos. A variavel "sexo" apresentou significancia estatistica para o sexo feminino, atingindo maior
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probabilidade de soropositividade do que o sexo masculino. O grau de significancia das variaveis foi
medido e avaliado em separado. As variaveis mais significativas (idade, sexo e conhecimento da doenca)
segundo Hosmer & Lemeshow (Hosmer & Lemeshow, 2000) (pE> 0,15 <0,20) foram agrupadas para a

construcdo da tabela 16.

De seguida utilizando o método Stepwise Forward, onde a cada etapa é incorporada uma
variavel, que seja mais relevante de acordo com pE=0,15 e pR=0,20, de forma a construir o0 modelo
mais estavel numericamente, minimizando o nimero de variaveis, ja que quanto mais variaveis incluidas
no modelo mais ele se torna dependente dos dados, foram incluidas, no modelo final as variaveis: sexo,
faixa etaria e conhecimento da doenca para a previsdo da presenca de anticorpos IgG contra

toxoplasmose (Braga & Carneiro, 2016).

Neste estudo foram verificados os fatores de risco sociodemograficos no desenvolvimento da
doenca utilizando 0 modelo de regressao logistica. Os fatores de risco sociodemograficos utilizados foram
a faixa etaria, sexo e conhecimento da doenca. O modelo de regressao logistica binaria foi utilizado para
observar se ha correlacdo entre as varidveis e a presenca da imunoglobulina G. Em cada etapa foi
incorporada uma variavel mais relevante para que o modelo apresente nimeros mais estaveis. Foram
incorporados oito passos. Utilizando a selecao automatica de variaveis, foi incluido, na construcdo do
modelo, apenas os fatores de risco que contribuiram significativamente para a analise. Ocorreu
associacao estatistica significante, em nivel de significancia de 95%, entre as variaveis: sexo, faixa etaria

e conhecimento da doenca e a presenca de anticorpos IgG contra toxoplasmose (p<0,005).
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Tabela 16 - Resultado da aplicacao da técnica Stepwise forward para selecao das variaveis dependentes

95% IC para EXP(B)
B SE Wald df p Exp(B)
LI LS

Faixa Etaria 8,311 5 0,140
Faixa Etaria(1) 0,389 0,357 1,188 1 0,276 1,475 0,733 2,969
Faixa Etaria(2) 0,366 0,360 1,037 1 0,309 1,442 0,713 2,919
Faixa Etaria(3) 0,077 0,384 0,041 1 0,840 1,080 0,509 2,291
Faixa Etaria(4) 0,061 0,413 0,021 1 0,883 0,941 0,419 2,116
Faixa Etaria(5) -1,268 0,682 3,455 1 0,063 0,281 0,074 1,072
Sexo 0,619 0,361 2,940 1 0,086 0,538 0,265 1,093
Conhecimento
sobre a 0,489 0,237 4,269 1 0,039 0,613 0,386 0,975
doenca
Constante 1,470 0,514 8,169 1 0,004 4,348

B, estimativas para os coeficientes declive do modelo de regresséo logistica binaria contendo a variavel; S.E., erro padrdo estimado para o
coeficiente estimado; Wald, Estatistica de Wald; df, graus de liberdade; valor p, valor associado ao teste de coeficiente estatistico; exp (B),
odds ratio estimado; IC, intervalo de confianca de 95% para odds ratio; LI, limite inferior; LS, limite superior.

Um odd’s ratio de 0,613 para a variavel conhecimento da doenca significa que o conhecimento
da doenca diminui o risco de uma IgG positiva de 0,613 vezes, o que pode ser visto como um fator
contribuinte para a ndo ocorréncia de 1gG positiva. O odds ratio de 0,538 para o sexo indica que a
ocorréncia de IgG positivo esta mais associada ao sexo feminino do que ao sexo masculino. Assim a
partir deste modelo, por exemplo um individuo do sexo feminino, na faixa etaria dos 28-32, e sem
conhecimento da doenca, tem uma probabilidade de ter 1gG positivo igual a 0,7715. As varidveis sexo
feminino e o conhecimento da doenca estao relacionadas, ja que esta zoonose é amplamente difundida
por médicos ginecologistas e/ou obstetras para a mulher gravida, permitindo a este grupo uma melhor

compreensao da doenca.

Avalidacao interna do modelo foi realizada utilizando a metodologia através da curva ROC (Figura
14). A area estimada para a curva ROC empirica para o modelo é de 0,614 (IC 95% [0,556, 0,672]), o

que indica que a capacidade de discriminacdo deste modelo para o resultado de I1gG é aceitavel.
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Figura 14 - Curva ROC empirica para o modelo

O valor da estatistica de Wald (constante 34,872) atesta que o valores encontrados sao
significativamente diferentes de zero. As trés variaveis categoricas acima (sexo, faixa etaria e

conhecimento da doenca), em comparacdo com os grupos de referéncia, sdo significativas.

A maior significancia estatistica obtida foi atribuida a idade. A maior prevaléncia nessa variavel
(faixa etaria) pode ser explicada pelo maior tempo de exposicdo dos pacientes aos fatores de risco
relacionados a essa infeccdo. O conhecimento da doenca foi estatisticamente significativo, pois acredita-
se que um maior numero de consultas e maior acesso a informacdo na midia podem influenciar

positivamente os individuos na prevencdo da doenca, obtendo um efeito protetor para a soropositividade.

As taxas de soroprevaléncia da toxoplasmose foram maiores na populacéo entre 28 e 32 anos,
indicando contato prévio com o parasita, e corroborando outros estudos que descrevem que a
prevaléncia de toxoplasmose aumenta em individuos adultos e longevos. A busca por anticorpos anti-7.
gondiina populacao é um importante mecanismo de prevencao, principalmente em mulheres suscetiveis
em idade fértil (16 a 49 anos). Esse rastreamento de anticorpos varia dependendo da politica de saude
de cada pais. No Brasil, a triagem ¢ realizada semanalmente para que a deteccao e o consequente

tratamento sejam mais rapidos, tanto para a gestante como para a crianca. O maior numero de mulheres
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analisadas deve-se ao fato deste exame ser exigido por médicos em gestantes, a fim de identificar grupos

de risco e evitar a toxoplasmose congénita.

Na América Latina, a soroprevaléncia de 1gG para 7. gondii pode variar de 51% a 72% e nos
paises do Golfo da Guiné pode variar de 54 a 77%, semelhante aos encontrados em Natal (69,9%)
(Barbosa et al., 2009) e 65% na presente pesquisa. Diferentes soroprevaléncias podem ser encontradas
dependendo da localizacao geografica, uma vez que aspectos climaticos, condicdes ambientais e habitos

culturais sao fundamentais para a epidemiologia da infeccao.

As variacoes de soroprevaléncias podem ser explicadas pela grande variedade socioeconémica,
comportamento cultural, clima e padrdes de higiene da populacédo (16-18) encontrados no Brasil. Outros
estudos ndo identificaram a mesma associacao estatistica desta pesquisa, demonstrando que as
diferencas culturais, sociais e econdémicas sdo determinantes na distribuicdo dessa parasitose. Nos
estudos de Barbosa (2008), na mesma cidade, mas com perfil populacional diferente (gestantes
atendidas em uma maternidade publica), os fatores de risco mais importantes associados a infeccao por
7. gondliiforam escolaridade, nivel socioecondmico, conhecimento da doenca e contato direto com caes
e gatos. Embora a agua seja um fator importante na transmissao da toxoplasmose, nao foi encontrada

significancia estatistica para correlacionar esse fator com a presenca de I1gG.

Nos testes de correlacdo ndo houve associacdo entre o consumo de carne e frequéncia de 1gG
anti-7. gondiina populacao estudada. Esse fator pode ser explicado pelo bom armazenamento das carnes
consumidas, ja que os cistos do protozoario ndo suportam temperaturas muito baixas por longos
periodos. Estudos na Turquia evidenciaram a falta de correlacdo entre consumo de carne e a presenca

de 1gG (Ertug et al., 2005).

4.2 Avaliacdo dos métodos alternativos de diagndstico

4.2.1 Analise dos espectros de FTIR

As analises do plasma sanguineo pelo espectrofotdbmetro FTIR produziram espectros

caracteristicos que mostram a diferenca espectral entre as amostras (Figura 15).
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Figura 15 - Espectros produzidos pela espectroscopia FTIR na analise de plasma sanguineo

A amostra com auséncia das imunoglobulinas estudadas foi considerada como amostra controle,
permitindo ao estudo a identificacdo na mudanca das faixas nas amostras em que os IgG e IgM estao
presentes. A amostra com IgG+ () possui picos na faixas de 1360 cm*. A amostra contendo IgM possui
um pico de identificacdo nas faixas de 1542 cm* (N-H em vibracdo de flexao plana fortemente acoplada

ao alongamento C-N vibracdo de proteina), 1160 cm? (C-O alongamento simétrico) e 1734 cm.

A mudanca nos espectros deve-se a estrutura das imunoglobulinas, onde o 1gG apresenta uma
conformidade monomérica, enquanto o IgM apresenta estrutura pentamérica com adicdo de
grupamentos quimicos (pontes de dissulfeto) que resultaram na identificacdo desta imunoglobulina pelo
espectrofotdbmetro FTIR. A presenca dos eritrocitos pode ser uma barreira para as analises de sangue

pelo espectrofotdmetro infravermelho, pois esta biomolécula pode interferir com de outras moléculas.

Foi verificado que a absorbancia de cada soro é ligeiramente diferente uma das outras. Este fato
pode ser explicado por conta da absorcao de UV-Vis devido a mudancas estruturais da cadeia de

aminoacidos de molécula de proteina.

Apesar dos picos terem saido relativamente proximos, existe um limite para o que o

espectrofotdbmetro FTIR poderia detectar (limitacdo da aquisicdo de espectros apenas na regiao de IV-
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meédio), caso a amostra fosse diluida em outros compostos.

4.2.2 Analise dos espectros de Raman

A partir dos espectros produzidos foi possivel detectar mudancas de intensidade nos picos. Foi
produzido um espectro com uma amostra (Figura 16), chamada controle, sem a presenca das IgG e IgM
(IgG/IgM) e o resultado obtido foi comparado com os espectros das amostras contendo IgG+/IgM,
lgG/IgM- e 1gG/IgM- para a verificacdo de diferenca espectral com a imunoglobulinas presentes em
outras amostras. As moléculas que foram identificadas pelas bandas produzidas pelos espectrofotémetro

ja foram identificadas por outros estudos (Talari et al., 2015).

1002
3000 -
1654
@ 1495
£
(O
« 2000
§ 1592
ke 1344
2 1037
o
£
1000
T T T T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800
Numero de onda (cm-1)

Figura 16 - Espectro produzido a partir do grupo controle sem a presenca das imunoglobulinas M e G (IgG-/IgM-)

A diferenca entre os espetros das amostras que continham a IgG com o controle (Figura 17A),
evidenciam picos nas regides 1257 cm* (Amida Ill — proteinas — Flexdo N-H / estiramento C-N), 1236
cm? (Fosfolipideo) e 1075 cm?. As amostras que continham IgM (Figura 17B) apresentaram mudanca
no espectro na faixa de 660 cm* (C-S modo de alongamento). Os picos nesta faixa evidenciam a
presenca da IgM, pois sua estrutura possui cinco sitios de ligacdo (tendo em sua composicdo as pontes
dissulfetos) com o antigeno. As bandas que apresentaram picos nas faixas 1387, 1437 e 1065 cm* sao
atribuidas ao acido palmitico, um acido graxo saturado, e sua concentracao aumenta com altos niveis
de IgM no soro, sendo relatado interferéncia no mecanismo de apoptose em tecidos esplénicos

(Graumann et al., 2015; Maes et al., 2011). Os desvios de Raman em 1018, 1437, 1507, 1473
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(Proteinas e lipidios, modos de deformacdo C-H:) e 1097 cm-* sdo atribuidos ao acido miristico, que é

encontrado em concentracdes mais altas no soro devido a IgM (Maes et al., 2011).
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Figura 17 - Espectro produzido pelo Raman em plasma sanguineo contendo imunoglobulina G (A): IgG+/1gM-,
(B): 1gG-/1gM+, (C) 1gG+/1gM+
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As amostras que continham ambas as imunoglobulinas produziram um espectro com picos nas
regides 1257 cm* e 1236 cm, indicando a presenca da imunoglobulina G, e 660 cm*, evidenciando a
presenca da imunoglobulina M na amostra (Figural7C). Os picos verificados nas bandas 1514, 1387 e
1318 cm* sao atribuidos a galactosamina (hexosamina derivada da galactose e constituinte do IgM)

(Melchers, 1972).

O grupo controle, amostra ausente de IgG e IgM (Figura 16), mostrou que alguns picos sao
caracteristicos das imunoglobulinas encontradas. A mudanca do espectro em comparacdo ao grupo
controle demonstrou que as proteinas do antissoro se associaram as imunoglobulinas presente no
plasma sanguineo (Figura 17). O plasma onde o IgM estava presente e o IgG ausente mostrou pico na
faixa de 660 cm?, evidenciando a deteccdo das pontes de dissulfetos presentes nesta imunoglobulina.
Na amostra onde estava presente o 1gG e o IgM, obteve-se diferenca espectral nas faixas 660 cm?, 1056
cm-1, 1236 cm-1, 1242 cm (proteinas) e 1257 cm* (amida Il de proteinas) cm?, 1003 (lipidios), 1065
cm?, 1018 cm, 1097 cm?, 1387 cm?, 1437 cm?, 1473 cm* e 1507cm:. A presenca de I1gG nas amostras
demonstrou um pico na faixa de 1242 cm?, 1003 cm* e 1257 cm* em comparacdo ao grupo controle.
Constatou-se um espectro diferenciado na relacdo 1gM/1gG, pois a imunoglobulina M possui maior
quantidade de sitio de ligacdo com o antigeno, formando ligacdes quimicas mais evidentes para a

deteccao do espectrofotdmetro.

A espectroscopia Raman fornece informacdes a partir da energia vibracional de uma substancia,
possuindo processos fisicos e regras de selecao diferentes da espectroscopia FTIR (Carvalho, 2012). A
espectroscopia Raman pode ser empregada em amostras complexas ou diluidas com um minimo de
amostra, sendo possivel a caracterizacdo de proteinas, lipidios e carboidratos (Bitar, 2009), podendo ser
utilizada em amostras aquosas, pois possui sensibilidade minima para interferéncia de agua e possui

um tempo de analise curto, 0 que permite uma resposta rapida.

4.2.3 Comparagao estatistica dos métodos de diagnéstico

Os resultados obtidos nos 3 testes diagnostico para deteccao de IgG e IgM anti — toxoplasma
sao apresentadas na tabela 17. As sorologias descritas nesta tabela devem ser interpretadas para
diagndstico e possivel intervencdo meédica. Como ja foi referido, pacientes em cujo o sangue nao ha
presenca de IgG e IgM correm o risco de adquirir infeccao primaria, pois ainda nao entraram em contato
com o protozoario. As amostras que continham as imunoglobulinas IgM e auséncia de IgG foram de
pacientes com infeccdo aguda. Elas aparecem no inicio da infeccdo e persistem por periodos variaveis,

mas a sua deteccao dependente do tempo e é determinada pela sensibilidade do teste. Em pacientes
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com sistema imune integro, a producao de IgG é seguida pela producao de IgM em momentos distintos.
A ocorréncia de soroconversao é sinal de infeccdo primaria. Em gravidas essa imunoglobulina pode
perdurar por toda a gravidez (Konishi, 1987). Nos casos em que ha a presenca de IgG e auséncia de
IgM, o paciente detém o padrdo soroldgico classico de imunidade contra o 7. gondii, sendo para a
gestante a sorologia ideal para descartar a possibilidade de toxoplasmose congénita (Remington et al.,
2011). Nos casos de 1gG+lgM+ podem ser interpretados como indicacao de infeccdo recente, infeccao
passada ou resultado falso-positivo (Montoya, 2002). Pacientes soropositvos apenas para IgM nao foram

encontrados nesta pesquisa, sendo utilizadas amostras sanguineas que ja possuiam a imunoglobulina.

Tabela 17 - Percentagens das imunoglobulinas de acordo com as amostras coletadas e verificadas nos trés

aparelhos
) Percentagem de
Método Resultado lgG+gM+ (IgG+lgM-) (1gG1gM+) (1gG-1gM-)
Negati 99,3 35,8 100,0 65,0
ECLIA egativo ! : : :
Positivo 0,7 64,2 0,0 35,0
Raman Negativo 99,3 36,5 99,8 64,5
Positivo 0,7 63,5 0,2 35,56
ETIR Negativo 98,8 50,2 98,0 53,0
Positivo 1,2 49,8 2,0 47,0

Os testes diagnosticos com altos percentuais de resultados falso negativos (FN) e falso positivos
(FP) nao sdo adequados, considerando-se que nos casos FN, doencas potencialmente graves e fatais
(passiveis de tratamento) como, por exemplo, os canceres, deixardo de ser diagnosticadas e tratadas,
acarretando prejuizos irreparaveis aos pacientes e a sociedade, além do possivel aumento de custos
decorrente da necessidade da repeticdo dos testes ou realizacdo de novos exames confirmatorios. Por
outro lado, resultados FP inevitavelmente levam a transtornos ndo menos danosos a populacao e aos
pacientes, ao, sobretudo, rotula-los (quase sempre pelo resto de suas vidas) como doentes quando na
verdade nao sao, induzindo a disturbios emocionais, incapacitacdo e aumentos de custos, quase sempre
associados a tratamentos desnecessarios (Nunes et al., 2015). O nimero de VN/FN e VP/FP obtidos

neste trabalho encontram-se na tabela 18.
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Tabela 18 - Tabulacéo cruzada entre as espectroscopias Raman e FTIR para descricdo de falsos positivos e
negativos (FP e FN), verdadeiros positivos e verdadeiros negativos (VP e VN), utilizando o ECLIA como padrao-
ouro na deteccao de IgG. A tabela estima a precisao diagndstica de um resultado de teste quantitativo
dicotdémico ou dicotomizado

‘ IgG IgM
,ECLIA — Total ,ECLIA — Total
Negativo  Positivo Negativo  Positivo
Raman Negativo 134 9 143 Raman Negativo 395 1 396
Positivo 6 251 257 Positivo 2 2 4
Total 140 260 400 Total 397 3 400
ECLIA ECLIA
) — Total : — Total
Negativo  Positivo Negativo  Positivo
Negativo 100 96 196 Negativo 385 2 387
FTIR FTIR
Positivo 40 164 204 Positivo 12 1 13
Total 140 260 400 Total 397 3 400

A tabulacdo cruzada demonstrou que houve maior concordancia entre Raman e ECLIA, tanto
para o valor “negativo” quanto para o valor “positivo”. O Raman concordou com 134 amostras negativas
(verdadeiros negativos) e 251 amostras foram concordantes para a positividade em ambos os testes,
totalizando 96,25% de similaridade entre os resultados (verdadeiros positivos). Das 400 amostras
analisadas, o Raman discordou de 15 resultados gerados pelo ECLIA, totalizando 3,75% de discordancia
(Tabela 18). Relativamente ao espectrofotdmetro FTIR, os seus resultados discordaram do ECLIA em
136 amostras (34%), concordando em 254 (66%), como mostra a tabela 18. Esses dados mostram que
o0 espectrofotdbmetro FTIR possui maior probabilidade de gerar resultados falso positivos e falso negativos

do que o Raman.

Os testes com alta especificidade devem ser utilizados para confirmar um diagndstico com
menor especificidade, pois um resultado falso positivo pode ser extremamente danoso ao paciente e que
acarrete mudancas nos habitos de vida do individuo. Ja os testes de alta sensibilidade devem ser
utilizados para afastar a doenca de sua fase inicial e onde o rapido tratamento pode dar sobrevida ao
paciente ou no rastreio de enfermidades para instruir as medidas profilaticas e de seguranca cabiveis.
E importante destacar que numa doenca com baixa prevaléncia, o valor discriminatdrio de um teste
diagndstico para rastreamento, mesmo que com alta sensibilidade e especificidade, ¢ pequeno. Assim
um teste ideal deveria ter uma sensibilidade e especificidade 100%, mas o valor destas variaveis depende
dos resultados dos testes nos pacientes com e sem as imunoglobulinas. Um teste com alta especificidade
deve ser usado quando a prevaléncia da doenca é relativamente baixa (doenca rara), mesmo que o teste

tenha relativamente baixa sensibilidade. Um teste com alta sensibilidade deve ser usado quando a
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prevaléncia da doenca é alta (doenca comum), mesmo que o teste tenha relativamente baixa
especificidade. A tabela 19 representa as analises estatisticas multivariadas com posterior comparacao
com o padrao-ouro. Os dados produzidos podem ser utilizados como comparacdo entre as

espectrofotdbmetros Raman, FTIR e o ECLIA.

Observando ainda a tabela 19, pode-se verificar que o0 método de Raman possui 22,53 vezes
mais chances de encontrar um resultado positivo em pessoas doentes quando comparado com pessoas
nao doentes (quanto mais distante de zero, melhor sera o teste). O espectrofotdmetro FTIR obteve apenas
2,21 vezes mais chances de encontrar o resultado positivo nos exames de pacientes doentes.
Relativamente a RVN do Raman esta atingiu um valor de 0,04, ou seja, expressa uma baixa probabilidade
de encontrar um resultado negativo em pessoas doentes quando comparado com pessoas nao doentes
(valores mais préximos de zero definem o melhor teste). Para o espectrofotdémetro FTIR, a RVN foi de
0,52, ou seja, possui maior chance, do que o Raman, de encontrar um resultado negativo em pessoas
sadias. Assim, pode-se confirmar que o método Raman apresenta valores de RVP e RVN melhores do

gue os obtidos com a técnica de FTIR.

Os valores preditivos positivos (VPP) e valores preditivos negativos (VPN), medem a probabilidade
da doenca, caso o resultado seja positivo ou negativo. De acordo com a tabela 19, o0 Raman obteve, na
deteccao de IgG, 96,67% de chances de o paciente realmente ser doente, quando o resultado for positivo,
contra 3,33% de nao ter doenca, apesar do resultado também ser positivo. O FTIR obteve 80,39% para
paciente doente e 19,61% de ser sadio, mesmo o exame apresentando resultado positivo. Esses dados
demonstram uma confiabilidade maior no espectrofotdmetro Raman, pois suas probabilidades de acertos
sdo maiores do que as do espectrofotdmetro FTIR. Considerando a IgM O VPP do Raman foi de 50%,
resultado pouco satisfatério, contra 7,69% do espectrofotémetro FTIR. Para o VPN, o Raman obteve
99,75% do paciente realmente possuir o IgM quando o resultado for positivo e 0,25% de individuos sem
IgM, mesmo o resultado demonstrando sua presenca. O espectrofotémetro FTIR produziu um VPN de
99,48% e 0,52%. Os valores preditivos sao influenciados pela prevaléncia da doenca na populacdo em
estudo. Uma alta prevaléncia acarreta maior valor de VPP e menor VPN, ndo influenciando a sensibilidade

e a especificidade do teste (Dercksen et al., 2000).
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Tabela 19 - Analises estatisticas da espectroscopia Raman e FTIR na comparacdo com o ECLIA com os

respectivos IC a 95% na deteccdo da imunoglobulina Ge M
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A acuracia dos testes diagndsticos em estudo demonstrou que o Raman possui melhor validade
na deteccdo de 1gG e IgM quando comparado ao espectrofotdmetro FTIR. O desempenho diagnostico de
acuracia do espectrofotdmetro FTIR frente a deteccao de IgM foi similar ao Raman. A medida de acuracia
dos testes permitiu identificar o Raman como o teste que pode ser utilizado, tanto para medidas de
triagem (prevaléncia baixa) ou clinica médica (prevaléncia alta). O espectrofotdmetro FTIR pode ser
utilizado como teste de triagem na deteccao de IgM. A verificacdo do nivel de concordancia e nivel de
consisténcia (fiabilidade) das técnicas estudas em comparacao ao teste padraoc-ouro (ECLIA) foi obtida
com o célculo do indice Kappa (k). Sua distribuicio e os respectivos niveis de interpretacdo estdo
apresentadas na tabela 12. O valor de k depende da prevaléncia da patologia em estudo, ou seja, a
comparacao entre observadores pode ser influenciada pela diferenca entre as prevaléncias, como ocorre
entre as medidas estatisticas entre 1gG e IgM anti - 7. gondii, devendo, portanto, utilizar outras medidas
estatisticas para comprovar a confiabilidade do método em estudo. Nesse contexto, o valor numérico
minimo adotado para aceitacdo do indice Kappa foi o nivel de consenso maior que 0,61, considerado

nivel bom (Tabela 12).

Tabela 20 - Taxa de concordancia (%) e valores de k dos métodos diagndsticos comparados com o ECLIA. O
indice de confianca (IC) foi de 95% e o erro padrao

Método diagnéstico
IgG IgM
ECLIA x Raman ECLIAX FTIR ECLIA x Raman ECLIAX FTIR
Concordancia (%) 96,25 66 99,25 96,5
0,918[0.871- 0,316 [0,269- 0,568 [0.558- 0,114 [0,097-
Kappa 0,965] 0,363] 0,578] 0,131]

Observando a tabela 20 é possivel verificar que no método de Raman o indice K teve um valor
de 0,918 (6timo) para verificacdo de imunoglobulina G e valor 0,568 (regular) para verificacdo de
imunoglobulina M. Por outro lado, o valor de k obtido para o método espectrofotdmetrico FTIR apresentou
valores de 0,16 (fraco) e 0,114 (fraco) para IgG e IgM, respectivamente. Deste modo, os valores
encontrados nesta variavel estatistica mostram que existe maior concordancia entre o Raman e o ECLIA

guando verificadas as tabelas de tabulacao cruzada, corroborando os resultados estatisticos anteriores.

Na representacdo da figura 18 a linha tracada em diagonal, a 45 graus, expressa a acuracia de

50% e significa que o teste é tdo bom quanto qualquer escolha ao acaso.
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Figura 18 - Curva ROC para comparacao de ECLIA/Raman e ECLIA/FTIR para deteccao de 1gG (A) e IgM (B). A
visualizacdo da curva ROC do Raman com uma Area de curva de 0,961 e area de curva do FTIR de 0,673
(deteccao de IgG) e area de curva de 0,831 e area de curva e area de curva do FTIR de 0,652 (deteccao de IgM)
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Os valores obtidos, tanto para o I1gG quanto para o IgM, e que ficam acima da linha de referéncia
e mais a esquerda representam corretamente os resultados preditivos. Os valores para baixo e mais a

direita representam os resultados incorretos de diagnostico.

Na linha que representa a deteccéo de IgG pelo espectrofotdmetro FTIR (Figura 18 A) encontra-
se uma acuracia de 67,3%(IC 95%; 0,617 — 0,728), que significa que em 67,3% das vezes em que for
utilizado, o teste discriminara os verdadeiro-positivos e os verdadeiro negativos. A sensibilidade do teste
foi de 63,1% e producdo de resultados falsos positivos foi de 28,6% (1 - especificidade = 0,286). A
acuracia do espectrofotdbmetro FTIR na deteccdo de IgM (Figura 18 B) foi de 65,2% (IC 95%; 0,279 -
1,000), sensibilidade de 33% e producéo de falso positivo de 3%. Relativamente ao Raman na deteccao
de IgG foi encontrada uma acuracia de 96,1% (IC 95%; 0,938 - 0,985), onde em 3,9% das amostras
poderdo apresentar resultados incoerentes. A sensibilidade do método foi de 96,5% e falsos positivos (1
- especificidade) de 4,3%. A acuracia do Raman na deteccao de IgM foi de 83,1% (IC 95%; 0,504 -
1,000) com desempenho de producdo de falsos positivos de 0,5% e sensibilidade de 66,7%. Todos os
resultados, tanto do espectrofotémetro FTIR como o Raman, foram baseados na determinacao do ponto

de corte de 0,5 de acordo com as coordenadas produzidas pela curva ROC (Tabela 21).

Tabela 21 - Area sob a curva na deteccao de IgG e IgM pelos espectrofotdmetros FTIR e Raman

Intervalo de Confiangca 95%
Assintético
Método Area Erro Padrao: Sig. assintética
Limite
Limite inferior
superior
FTIR (IgM) 0,652 0,19 0,366 0,279 1
FTIR (IgG) 0,673 0,028 0 0,617 0,728
Raman (IgM) 0,831 0,167 0,048 0,504 1
Raman (IgG) 0,961 0,012 0 0,938 0,985

A determinacao do ponto de corte (cufoff poin) de um teste diagndstico discrimina as duas

classes do estudo (doente / ndo doente). Como a escolha do ponto de corte influéncia nas caracteristicas

do teste, é necessario que haja uma combinacdo tanto da sensibilidade quanto da especificidade.
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4.3 Avaliacdo econémica dos métodos de diagnéstico

No que se refere a avaliacdo econdmica, existem quatro tipos de analises de custos: analise de
minimizacao de custos e analise de custo-efetividade. A minimizacdo de custos avalia a consequéncia e
os custos de uma técnica, caso haja equivaléncia de resultados, aquela que apresentar menores
encargos sera a mais eficiente. O Raman possui custo por amostra igual ao espectrofotdémetro FTIR, mas
efetividade superior. O valor divergente entre os reagentes do Raman/FTIR e o ECLIA se deve ao fato de
gue as marcas sao diferentes. O valor das amostras se deu pelo calculo da soma dos reagentes e a
vidraria (R$ 600 / € 138,38) divididos pelo nimero de amostras analisadas (400). A tabela 22
demonstra o custo obtido com cada técnica. Os dados clinicos e econdmicos foram coletados
simultaneamente e as estimativas de custo-efetividade foram obtidas a partir de dados combinados com

a epidemiologia e custo.

Tabela 22 - Custo das amostras por cada técnica

Materiais FTIR Raman ECLIA
Reagentes R$ 490 (€ 113,01) R$ 490 (€ 113,01) R$ 1.200 (€ 276,75)
Vidraria (tubos de
R$ 110 (€ 25,37) R$ 110 (€ 25,37) R$ 110 (€ 25,37)
ensaio)
Total R$ 600 (€ 138,38) R$ 600 (€ 138,38) R$ 1.310 (€ 302,12)
Preco por amostra -
R$ 1,5 (€ 0,35) R$ 1,5 (€ 0,35) R$ 3,27 (€ 0,75)
sem impostos (+15,5%)
Preco por amostra -
R$ 1,73 (€ 0,40) R$ 1,73 (€ 0,40) R$ 3,76 (€ 0,87)
com impostos (+15,5%)

A analise de custo-efetividade pode ser definida como um método de pesquisa para avaliar e
quantificar os custos e as consequéncias clinicas da utilizacdo de uma tecnologia ou programa de saude,
de forma a estimar critérios de eficiéncia economica sobre o uso alternativo dos recursos para atingir
um determinado objetivo. Esta metodologia assume que os recursos disponiveis para gastar em saude
sao limitados, quer na perspectiva da sociedade, da organizacao ou do doente (Muennig, 2002), ou seja,
preocupa-se em encontrar a alternativa do programa que maximiza os beneficios ou minimiza os custos.

A relacao custo-efetividade (Tabela 23) gera resultados sobre tecnologias que possuem maiores
custos e menos eficiéncia, maiores custos e maior eficiéncia, menores custos e menos eficiéncia e

menores custos e maiores eficiéncias. O Raman obteve melhor custo efetividade em relacdo ao
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espectrofotdbmetro FTIR, tanto na deteccao de IgG, quanto de IgM. A efetividade (RICE) de uma técnica

se da pelo custo dividido pelo nimero de amostras positivas.

Tabela 23 - Custo efetividade de IgG e IgM pelas técnicas testadas

Custos (R$) . RICE Efetividad RICE
Efetividade
. . IgG(R$) e IgM(R$)
Método Reagentes + (deteccao ~
Aparelho Vidrari Total de 1G) (total + (deteccao (total +
\draria g efetividade) de IgM) efetividade)
300.000,00 1.310,00 301.310
ECLIA 384 784,66 3 100.4
(€ 71.041,22) (€ 310,21) | (€71.351,43)
210.000,00 600,00 210.600
Raman 251 839,04 2 105.3
(€ 49.728,85 (€ 142,08) | (€ 49.870,93)
140.505,00 600,00 141.105
FTIR 164 860,39 1 141.10
(€33.272,15 (€ 142,08) | (€ 33.414,23)

Os custos do ECLIA foram calculados, assim como na espectroscopia Raman e FTIR, a partir
dos valores de insumos (materiais de laboratorio e reagentes). Outros custos ndo foram mensurados, ja
que foram realizados pelo pesquisador. No ECLIA ainda existem os custos de funcionarios, impostos
municipais, estaduais e federais, lucro e outros gastos fixos (agua, eletricidade, telefone, treino de pessoal
e custos administrativos) e que ndo foram utilizados neste estudo. A comparacéo econdmica das técnicas

utilizou apenas as despesas fixas para houvesse uniformidade de dados.
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O desenvolvimento de técnicas que permitem a identificacdo de analitos de interesse em
amostras bioldgicas, incluindo o sangue, ¢ um desafio cientifico que pode auxiliar na deteccdo de
doencas importantes. Os recursos tecnolégicos empregados na melhoria do diagnostico ou rastreamento
de pacientes acometidos por alguma moléstia devem estar associados as propriedades dos instrumentos
de avaliacao, ou seja, as caracteristicas dos testes devem contribuir para que a equipe de saude tenha
mais subsidios para o tratamento (Goulart & Chiari, 2007). O sucesso destes recursos tecnologicos se
deve a escolha correta do melhor método (conduta terapéutica, recursos financeiros empregados, riscos
e aceite do método), permitindo que a qualidade de vida do paciente seja preservada. Os diagnosticos
errados trazem consequéncias como perda financeira e humana (Souf, 2016). Os métodos estatisticos
para diagnostico sao de grande importancia na escolha do melhor tratamento para pacientes, uma vez
que permitem ter uma ideia precisa da confiabilidade da técnica em questado. Os testes diagnosticos
geram processos probabilisticos que classificam os pacientes em grupos especificos para que sejam
gerados o tratamento e o progndstico (Soares et al., 2017). Por isso a necessidade de avaliar e
reconhecer se uma evidéncia estatistica apoia, realmente, uma conclusdo apresentada. A avaliacao da
exatidao de qualquer teste diagnostico dependente da comparacao dos resultados a partir dele obtidos
com o verdadeiro estado de cada individuo. Assim, para determinar o verdadeiro diagnostico é preciso
que exista um teste, ou conjunto de testes, que atestem uma grande certeza sobre 0 mesmo. Ao teste
que, em determinado momento, tem a maior exatidao na determinacao de um diagnostico da-se o nome
de padrdo-ouro, sendo o ECLIA este padrao de referéncia da determinacdo da toxoplasmose, foi

selecionado para comparacao com as técnicas em estudo (Pinho, 2006; Soares et al., 2017).

Em paises desenvolvidos, a avaliacao tecnoldgica em satude funciona em consonancia com as
diretrizes tracadas para o paciente. No Brasil, a criacao de novas tecnologias se baseia em critérios
econdmicos, explicando a falta de investimentos no setor e a baixa efetividade, eficiéncia e qualidade dos
servicos de saude no pais (Krauss-Silva, 2004). Os crescentes gastos com os servicos de saude nao se
refletem, necessariamente, em beneficios que melhorem o atendimento, gestdo e tecnologias
empregadas. Os gestores em salde, particularmente no Brasil, ttm dificuldades em adotar novas
tecnologias, pois as mesmas nao estdo em consonancia com a realidade de algumas localidades. Além
disso, falta corpo técnico com habilidades especificas para implementar politicas de avaliacdo de
tecnologias. As avaliacdes das tecnologias em satude (ATS) sao processos que consideram aspectos de
seguranca, custo, eficacia, reprodutibilidade, equidade, éticos e culturais, além de uma perspectiva
holistica de analise, envolvendo a epidemiologia, estatistica, fisica, quimica, biologia, economia,

engenharia e medicina.
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As analises das amostras coletadas, de acordo com as analises estatisticas descritas neste
trabalho, mostraram que a espectrofotometria Raman pode ser usada como forma alternativa na
deteccao de imunoglobulinas em plasma sanguineo. A técnica possui vantagens, tais como: aparelho
simples para uso, ocupando menos espacos nos laboratorios, micro amostras sem a necessidade de
preparo, ja que os espectros do plasma forneceram bons resultados para previsdo dos parametros
estudados, rapido diagnostico e método nao destrutivo para constituintes sanguineos, tornando-se uma
metodologia inovadora para quantificacdo de variaveis bioquimicas, atendendo as especificacoes
técnicas e podendo ser aplicado como método de rotina. Além disso, as técnicas de espectroscopia
Raman séo baseadas em tecnologias opticas, oferecendo vantagens custo-efetivas quando comparada
com outras técnicas, como: ressonancia magnética, tomografia ou ultrassonografia. As técnicas e
aplicacées do Raman possuem potencial para diagndsticos médicos por alcancar alta precisao de
diagndstico como confirmado por outros trabalhos descritos nesta tese. Os fluidos medidos pelo Raman
forneceram informacdes morfolégicas e quimicas, permitindo a identificacdo de grupos que possuiam
ou nao as imunoglobulinas de interesse. Com relacdo a toxoplasmose, o encontro das imunoglobulinas
IgG+lgM- torna-se muito dificil, uma vez que o IgM tem duracao curta (fase aguda), enquanto o IgG possui
duracao prolongada. A grande quantidade de 1gG nos exames se deve ao contato da populacdo com o
agente, apresentando quadros subclinicos e/ou memoaria soroldgica, sendo a clinica apenas sugestiva.
Analisar os resultados de IgG e IgM de toxoplasmose pode ser uma ardua tarefa, ja que o resultado
positivo e negativo destas imunoglobulinas nao exclui a possibilidade de resultados contrarios, pois a
doenca pode estar em estagio precoce de infeccdo aguda. Portanto, a realizacdo de amostras paralelas
e 0 historico do paciente devem ser levados em consideracao. A comparacao entre os métodos mostrou
uma diferenca na sensibilidade e especificidade que pode estar relacionada aos antigenos utilizados e
0s recursos tecnologicos proprios disponiveis. O ECLIA utiliza reagentes antigenos biotinilados e
microparticulas de estreptavidina, enquanto que no espectrofotdbmetro e Raman foi utilizado anticorpos

monoespecificos anti-lgG e anti-IgM.

A espectroscopia FTIR demostrou ser uma técnica menos precisa, pois houve variacdo de
espectros que pode ter sido ocasionado pela presenca de eritrocitos nas amostras sanguineas (Baker et
al., 2015) produzindo falsos positivos/negativos, ndo possuindo sensibilidade/especificidade igual ou
superior ao Raman e ao padrao-ouro. As analises no espectrofotdometro FTIR permitiram concluir que
essa técnica tem um tempo mais curto dos espectros possivelmente devido ao principio da transformada

de Fourier, gracas a combinacdo com detectores multicanal, como mencionado em Krafft (2009).
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A utilizacdo do Raman demonstrou facilidade na preparacao da amostra, bem como o custo, o
tamanho e a versatilidade do equipamento necessario para as analises. Outras técnicas para o preparo
das amostras precisam de extracdo ou calcinacdo, ou ainda podem demandar equipamentos muito
caros. Esta técnica tem sido estudada para mostrar suas potencialidades no diagndstico de analitos de
interesse, como: patégenos, componentes sanguineos, lesdes teciduais, alteracdes a nivel celular e
molecular. Pesquisas ja demonstram a possibilidade de caracterizacao de soro sanguineo pelo

infravermelho (Gunasekaran & Uthra, 2008).

Com relacao ao espectrofotémetro FTIR, acredita-se que a preparacdo de uma colecdo unica das
frequéncias encontradas nos estudos espectroscopicos possa levar a melhorias significativas, tanto na
quantidade e qualidade da pesquisa quanto em seus resultados. Esta técnica fornece informacdes
exclusivas sobre as mudancas estruturais das moléculas desencadeadas por reacdes biologicas
ocasionadas pelas mudancas que ocorrem durante o ciclo celular normal. A observacao dos espectros
produzidos pelo espectrofotémetro FTIR pode gerar dificuldades em detectar substancias que possuem
componentes semelhantes, como é o caso do sangue e suas inumeras substancias. Contudo, deve ser
considerada a sobreposicao de espectros entre alguns componentes (Leite, 2008). A literatura apresenta
uma base de dados de espectroscopia FTIR que contém os espectros dos componentes que podem ser
identificados pela espectroscopia infravermelho, como triglicerideos e proteinas. O espectrofotdmetro
FTIR em conjunto com uma analise estatistica multivariada tem potencial consideravel na identificacdo

de doencas e de disfuncdes de tecidos, células e biofluidos (Ellis & Goodacre, 2006).

As analises estatisticas conferiram ao Raman um maior potencial devido ao alto contetido de
informacdo nos espectros que possibilitara a aplicacdo mais eficiente em diagnosticos médicos. Mesmo
que seja dificil atribuir mudancas espectrais a mudancas ou eventos bioquimicos especificos, essas
mudancas refletem o estado bioquimico e a abordagem estatistica fornecera correlacdes necessarias. A
espectroscopia Raman pode ser incorporada como uma ferramenta de controle de qualidade ou de
diagndstico rapido. A natureza nao destrutiva da ferramenta espectroscépica seria fundamental, uma vez
que tais recursos sdo extremamente valiosos e sua qualidade ¢ critica para sua funcdo. Apesar do bom
desempenho do Raman, vale destacar que esta técnica nao deve substituir, totalmente, as técnicas
padrao-ouro, sendo importante o estabelecimento de técnicas complementares para que os métodos
pouco invasivos sejam implementados em larga escala, dando aos profissionais de saude uma grande
variedade de métodos de diagnosticos. O Raman ¢ um aparelho versatil e ndo-destrutivo, gerando

informacdes moleculares sobre as amostras, sendo aplicado em pesquisa e no ambiente clinico.
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As técnicas aqui testadas passaram por avaliacdes econdmicas, ja que as mesmas devem
apresentar eficacia e bom custo-efetividade. E notdrio que ha uma crescente preocupacéo com os custos
no que se refere, tanto aos medicamentos, quanto aos mecanismos de analise. O Raman se apresentou
como um aparelho de maior valor econdémico, mas superou o espectrofotdmetro FTIR na relacéo custo-
efetividade, ou seja, realiza seu papel de forma mais eficiente com custo menor. O presente trabalho faz
referéncia em estudos semelhantes que atestam a eficacia do Raman como método alternativo para
identificar analitos de interesse, assim como transformacdes bioquimicas presentes em amostras
biologicas, possuindo consideravel semelhanca na definicdo dos picos de areas especificas dos
espectros. Os resultados aqui apresentados enfatizam a importancia dos testes soroldgicos para o
diagndstico da toxoplasmose em pacientes, pincipalmente em gravidas. As novas tecnologias médicas e
0s novos testes de diagnodstico devem ser cuidadosamente avaliados antes da sua introducao na pratica
diaria.

Esta tese evidencia como os novos métodos diagnosticos podem reduzir a quantidade de falso-
positivos ou falso-negativos, além de atuar no rastreio epidemiologico de doencas importantes. As
discussbes sobre os procedimentos aprimorados podem evitar mais casos de toxoplasmose,
principalmente a congénita, por evitar sequelas irreversiveis as criancas. As analises dos métodos se
concentram no fato de que um diagndstico melhor requer avancos tecnoldgicos e mudanca nos servicos

médicos, trazendo inovacgdes que possam melhorar a vida das pessoas.

As técnicas que utilizam a espectroscopia sao boas ferramentas analiticas e podem ser usadas
com sucesso em diagndsticos clinicos de acordo com estudos /7 vivo e in vitro para diferentes doencas,

devendo ser adotadas tanto em laboratorios clinicos, quanto em laboratérios biomédicos.

A vigilancia epidemiolégica é necessaria para prever riscos de infeccao e epidemias. Os testes
de diagnosticos devem ter precisao para que a gestao em saude possa tracar medidas de controle da

doenca.

5.1 Propostas de trabalho futuro

A pesquisa deve ser ampliada, devendo-se testar as diferentes cepas do parasita e verificar
conformidade ou possiveis diferencas com as cepas encontradas nesta tese. Outro fator de ampliacéo
da pesquisa deve ser a juncdo de outras ciéncias, como por exemplo, a bioinformatica, para que o
diagndstico seja medido por softwares apropriados e acoplados aos aparelhos. Pretende-se, a partir desta
tese, contribuir para a elaboracao de avaliacbes de métodos de diagnostico, ja que a disponibilidade de

estudos primarios sobre novas tecnologias é escassa. Avancos no desenvolvimento metodologico-
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computacional podem melhorar as analises de soro e sangue para que a acuracia do exame de deteccédo de
analitos de interesse alcance sempre resultados que melhorem a vida dos pacientes. O novo método pode
contribuir para medir a prevaléncia da toxoplasmose e auxiliar os gestores publicos no mapeamento

desta doenca, seja na infeccdo adquirida ou na infeccao congénita.

Os resultados desta tese abrem novas perspectivas para o diagndstico da toxoplasmose,
propondo uma alternativa para o profissional da area médica diagnosticar o paciente e de implantacao

de programa de rastreamento de toxoplasmose congénita em ambito nacional.

A perspectiva é de que o paciente possa realizar seu exame de forma rapida, menos invasiva e,

principalmente, com interpretacao clinica precisa.
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Anexo 1 - Aprovacédo CEP

HOSPITAL UNIVERSITARIO C Wﬂm
ONOFRE LOPES-HUOL/UFRN ¥ asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Detecgdo de Anticorpos IgG e IgM utilizando espectroscopia
Pesquisador: Carlos Henrique Bezerra de Oliveira

Area Tematica: Equipamentos e dispositivos terapéuticos, novos ou n&o registrados no Pais;
Verséo: 3

CAAE: 34801814.0.0000.5292

Instituicdo Proponente: INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA DO
RIO

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.085.950

Data da Relatoria: 22/05/2015

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de uma emenda no projeto solicitando alteragées de grupo de inclusdo e exclusdo do estudo
sobre a prevaléncia soroldgica de anticorpos presentes em grupo amostral da

populacao de Natal. Os testes serdo realizados em um laboratério particular deste municipio, onde
amostras sanguineas serdo coletadas e analisadas por espectrofotdmetro.

Objetivo da Pesquisa:

Primario

Verificar a presenga de anticorpos anti-toxoplasmose no sangue de usuarios utilizando o
espectrofotdmetro;

Objetivo Secundario:

eldentificar anticorpos IgM e IgG no sangue de voluntarios utilizando a técnica da espectrofotometria.
« Identificar a absorbancia dos IgM e IgG no plasma sanguineo.

» Comparar as analises do espectrofotdbmetro com o teste imunoenzimatico (tradicional) para verificar
a confiabilidade do diagnéstico, utilizando uma Analise Estatistica Multivariada.
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ONOFRE LOPES-HUOL/UFRN

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Como toda pesquisa que envolve seres vivos, o trabalho necessitara de técnicas invasivas (introdugéo
de agulhas) nos pacientes participantes. Estes procedimentos serdo feitos por profissionais do
laboratério participante e treinados para a fungdo. Todos os materiais utilizados seguem norma técnica
(seringas descartaveis e luvas utilizadas pelos profissionais). O material sanguineo é isolado e
colocado em recipientes adequados. O contato com o material sanguineo requer cuidados. Durante a
coleta deste material, todos os participantes utilizardo os EPI’s apropriados para a tarefa.

Beneficios:

A populagéo tera acesso ao procedimento, mesmo apds o término do estudo, os resultados serdo
divulgados a comunidade e as instituicbes de saude, além da divulgagcdo nos meios especificos.
Inovagao no diagnédstico da toxoplasmose, utilizando um método inovador e menos invasivo.

Comentarios e Considerag6es sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo de relevancia social e académica, com estrutura bem delineada.
Considerag6es sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Todos foram devidamente apresentados.

Recomendagoes:

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:

O CEP/HUOL TOMA CIENCIA E APROVA AS MODIFICAGOES.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcdo da CONEP:

Néo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Apresentar relatério parcial da pesquisa, semestralmente, a contar do inicio da mesma.
Apresentar relatoério final da pesquisa até 30 dias apds o término da mesma.

O CEP HUOL devera ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo.

Quaisquer documentagdes encaminhadas ao CEP HUOL deverao conter junto uma Carta de
Encaminhamento, em que conste o objetivo e justificativa do que esteja sendo apresentado.
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Caso a pesquisa seja suspensa ou encerrada antes do previsto, o CEP HUOL devera ser
comunicado, estando os motivos expressos no relatorio final a ser apresentado.

O TCLE devera ser obtido em duas vias, uma ficara com o pesquisador e a outra com o sujeito de
pesquisa.

Em conformidade com a Carta Circular n°. 003/2011CONEP/CNS, faz-se obrigatério a rubrica em
todas as paginas do TCLE pelo sujeito de pesquisa ou seu responsavel e pelo pesquisador.

Natal, 29 de maio de 2015

Assinado por:
HELIO ROBERTO HEKIS
(Coordenador)
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Apéndice 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido — TCLE

“O TCLE né&o é apenas um texto juridico com a assinatura do sujeito da pesquisa afixada. E
um instrumento que se usa para facilitar a comunicagdo entre pesquisador e sujeito da pesquisa no
intuito de firmar parceria entre pessoas humanas auténomas” (Martin, Caderno de Etica em Pesquisa,
julho/02).

Essa comunicagao somente sera possivel quando o pesquisador entender que a maioria dos
participantes n&do esta familiarizada com o universo linguistico do saber cientifico e/ou uma linguagem
elaborada.

Portanto, ao se elaborar um TCLE, alguns cuidados devem ser observados, como utilizar na
estrutura do texto uma linguagem compreensivel para o nivel de escolaridade do final do ensino
fundamental. Também constitui um cuidado muito importante evitar, ao redigir o texto, frases e
paragrafos muito longos (Franciscone, FC e Goldim, JR, 2003).

Um TCLE bem elaborado € um aspecto ético de grande mérito, visto que ele auxilia o
participante a uma melhor consciéncia e tomada de decisao.

Outrossim, o TCLE bem elaborado cumpre os trés aspectos legais exigidos para esse
documento, a saber:

1. protecéo e garantia dos direitos dos participantes da pesquisa;

2. possibilitar escolhas autbnomas e

3. promover a acdo responsavel dos profissionais na execug¢do das pesquisas.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Esclarecimentos

Este ¢ um convite para vocé participar da pesquisa: Comparacio de métodos de Identificacdo de
imunoglobulinas para diagnéstico de toxoplasmose , que tem como pesquisador responsavel
Professora Dra. Mariana Henriques. Esta pesquisa pretende verificar a presenca de anticorpos anti-

toxoplasmose no sangue de usuarios utilizando o espectrofotometro.

O motivo que nos leva a fazer este estudo é criar um método mais eficiente e rapido na
deteccio de anticorpos anti-toxoplasmose. A presenca destes anticorpos no sangue é importante
para um diagnoéstico futuro da toxoplasmose.

Caso vocé decida participar, vocé devera realizar o exame para deteccio dos anticorpos em
seu sangue. O procedimento sera realizado normalmente pelo laboratéorio DNA Center. Apos a
retirada do material sanguineo, 0 mesmo sera levado a um aparelho chamado espectrofotometro

e analisado. Apés essa analise, seu material sanguineo sera devolvido ao laboratorio para descarte.
Durante a realizacdo da retirada de material a previsdo de riscos € minima, ou seja, o risco que
vocé corre ¢ semelhante aquele sentido num exame fisico ou psicologico de rotina.
Pode acontecer um desconforto, uma pequena perfuracio ocasionada pela seringa, que sera
minimizado com a utilizacio de algodao e curativos adesivos e vocé tera como beneficio um exame

com maior precisio e mais rapido.

Em caso de algum problema que vocé possa ter relacionado com a pesquisa, vocé tera direito a
assisténcia gratuita que sera prestada pelo laboratorio, através de profissionais treinados para a
ocasido.

Durante todo o periodo da pesquisa vocé podera tirar suas diividas ligando para a Dra. Mariana
Henriques no telefone 8855-0325 (celular) ou Carlos Henrique Bezerra de Oliveira no telefone
9912-3793 (celular). Podera, também, solicitar esclarecimentos pessoalmente no endereco Rua Dr.
Nilo Bezerra Ramalho, 1692, Tirol (ao lado da Unicat). Se preferir, o contato pode ser por email,

carlos.bezerra@ifrn.edu.br ou mecrh@uminho.pt
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Vocé tem o direito de se recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da

pesquisa, sem nenhum prejuizo para vocé.

Os dados que vocé ird nos fornecer serdo confidenciais e serdo divulgados apenas em congressos
ou publicagdes cientificas, ndo havendo divulgacdo de nenhum dado que possa lhe identificar.

Esses dados serdo guardados pelo pesquisador responsavel por essa pesquisa em local seguro e

por um periodo de 5 anos.

Se vocé tiver algum gasto pela sua participagdo nessa pesquisa, ele serd assumido pelo

pesquisador e reembolsado para vocé.
Se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé sera indenizado.

Qualquer davida sobre a ética dessa pesquisa vocé deverd ligar para o Comité de Etica em
Pesquisa do HUOL 3342 — 5003, endereco: Av. Nilo Pecanha, 620, Petropolis, CEP 59.012-300
Nata/RN.

Este documento foi impresso em duas vias. Uma ficara com vocé e a outra com o pesquisador

responsavel, Dra. Mariana Henriques.

Consentimento Livre e Esclarecido

Apos ter sido esclarecido sobre os objetivos, importdncia ¢ o0 modo como os dados serdo
coletados nessa pesquisa, além de conhecer os riscos, desconfortos e beneficios que ela trara para mim
e ter ficado ciente de todos os meus direitos, concordo em participar da pesquisa Comparacao de
métodos de Identificacio de imunoglobulinas para diagnodstico de toxoplasmose, ¢ autorizo a
divulgagdo das informagdes por mim fornecidas em congressos e/ou publicacdes cientificas desde que

nenhum dado possa me identificar.

Natal, de de

Assinatura do participante da pesquisa

Impresséao
datiloscopica do
participante

Declaragdo do pesquisador responsavel
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Como pesquisador responsavel pelo estudo Detecg¢do de Anticorpos IgG e IgM utilizando
espectroscopia, declaro que assumo a inteira responsabilidade de cumprir fielmente os procedimentos
metodologicamente e direitos que foram esclarecidos e assegurados ao participante desse estudo, assim

como manter sigilo e confidencialidade sobre a identidade do mesmo.

Declaro ainda estar ciente que na inobservancia do compromisso ora assumido estarei
infringindo as normas e diretrizes propostas pela Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude —

CNS, que regulamenta as pesquisas envolvendo o ser humano.

Natal, de de

Assinatura do pesquisador responsavel

Atencio: quando o instrumento da pesquisa for questionarios, formulario ou entrevistas, o TCLE deve
assegurar ao participante o direito de se recusar a responder as perguntas que lhes cause
constrangimento de qualquer natureza.
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Apéndice 2 - Termo de confidencialidade

Titulo do Projeto: Comparagdo de métodos de Identificagdo de imunoglobulinas para diagndstico de
toxoplasmose.

Pesquisadores responsdveis: Prof. Dra. Mariana Contente Rangel Henriques e
Carlos Henrique Bezerra de Oliveira

Instituigdo/Departamento: Universidade do Minho, Portugal. Doutoramento em Engenharia
biomédica

Os pesquisadores abaixo assinados assumem o compromisso de manter confidencialidade e sigilo
sobre todas as informacGes técnicas e outras relacionadas ao projeto intitulado: “Comparacdo de
métodos de Identificacdo de imunoglobulinas para diagndstico de toxoplasmose”. Por este Termo de
Confidencialidade compromete-se:

. a ndo utilizar as informacgdes confidenciais a que tiver acesso, para gerar beneficio préprio
exclusivo e/ou unilateral, presente ou futuro, ou para uso de terceiros;

. a ndo efetuar nenhuma gravacdo ou copia da documentagdo confidencial a que tiver acesso
relacionada a tecnologia acima mencionada;

. a n3o apropriar-se para si ou para outrem de material confidencial e/ou sigiloso que venha a
ser disponivel através da tecnologia ora mencionada;

. a nao repassar o conhecimento das informacdes confidenciais, responsabilizando-se por
todas as pessoas que vierem a ter acesso as informacgdes, por seu intermédio, e obrigando-se, assim,
a ressarcir a ocorréncia de qualquer dano e/ou prejuizo oriundo de uma eventual quebra de sigilo
das informacdes fornecidas.

Concorda, igualmente, que essas informacdes serdo utilizadas Unica e exclusivamente para execucdo
do presente projeto.

Mariana Contente Rangel Henriques Carlos Henrique Bezerra de Oliveira
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