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RESUMO

Toxoplasmose € a principal causa de uveite posterior focal. A sorologia é
importante para o esclarecimento diagndstico. A mais relevante das
imunoglubulinas contra o T. gondii, é a 1gG, considerada marcador de contato
prévio, seguida de IgA, IgE e IgM no soro, podendo ser determinadas também no
humor aquoso. A IgA pela sua localizacdo intravascular e ao nivel de mucosas tem
sido objeto de estudos para evidenciar seu papel no controle de parasitoses assim
como indicadora diagndstica de infeccéo recente. A IgA sérica tem sido observada
nos primeiros meses apos infeccdo por T. gondii e foi detectada IgA secretora
especifica (IgAs) na lagrima de individuos sadios porém IgG positivos para T.
gondii. O presente estudo, objetivou estudar a associacdo de uveite posterior ativa
presumivelmente por T. gondii e a presenca de IgA secretora especifica na lagrima,
assim como IgM, IgG e IgA sérica especificas para T. gondii. Participaram 75
individuos, 25 portadores da doenca ocular e 50 controles sem a mesma, com 1gG
positiva para T. gondii. Considerou-se padrao de selecdo (padrdao ouro) lesdes de
uveite posterior ativa, satélite de lesdo cicatrizada. Foram determinadas a 1gG,
IgM, IgA sérica e IgAs, através de ELISA, utilizando antigeno bruto de T . gondii.
A diferenca de intensidade da reacdo da 1gG né&o foi estatisticamente significante
(p= 0,082). A pesquisa de IgM foi negativa nos dois grupos participantes. A IgA

sérica apresentou média de absorbancia significantemente maior nos casos
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(p=0,040). Todos os portadores de doenca ocular foram IgA positivos no soro. A
IgA secretora foi verificada em 84,0% dos casos e 22,0 % dos controles. A média
da absorbéncia da IgA secretora mostrou-se maior nos casos (p=0,007). A
associacao entre uveite posterior ativa presumivelmente toxoplasmica mostrou 18
vezes mais probabilidades de apresentar IgA secretora nos casos que nos controles
(“odds-ratio” = 18,61; p=0,0001). A sensibilidade do teste foi 84,0% e a
especificidade 78,0%. Conclui-se que a IgA secretora anti-T. gondii da lagrima
pode constituir-se em um indicador promissor para diagnéstico de toxoplasmose
ocular ativa. Acreditamos que uma posterior purificacdo do antigeno utilizado para

esta reacdo possa aumentar a especificidade do teste imunoenzimético para IgAs.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is the main cause of focal posterior uveitis. Sorology is
important instrument for establishing the diagnosis. The most relevant
Immunoglobulin anti Toxoplasma gondii in human sera is 1gG, being considered an
of previous contact marker. Also can be detected IgA, IgE and IgM. They are
determined also at aqueous humour. IgA due to its intravascular localization and in
the mucosal enviroment has attracted studies to evaluate its role in parasitosis
control as far as marker for recent infection. Sera IgA has been detected in the
first months after T. gondii infection, and specific secretory IgA was detected in
tears of healthy T gondii 1gG positives individuals. The objective of the present
study is to establish the association among posterior uveitis presumptively due to
toxoplasmosis and lachrymal secretory IgA (slgA). Sera specific IgM, 1gG and IgA
were also determined. Seventy-five individuals were selected, 25 with the ocular
illness and 50 healthy individuals with a-T gondii 1gG. Rigorous protocol of
patients selection was followed, considering just lesions of active posterior uveitis
with satellite scarred lesion. Sera IgG, IgM, IgA and lachrymal secretory IgA were
determined by ELISA using Toxoplasma crude extract. IgM antibodies were absent
in both groups and the there was no difference in 1gG reactive intensity among
them (p=0,082). IgA was present in every patient with ocular illness sera and 86%
of them, had lachrymal specific slgA. Some controls (22%) also had reactive slgA,

although the absorvances obtained with sIgA determination, were significantly
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higher in the uveitis group (p=0,040). The association analysis showed that the
probabilty of the uveitis group to produce sIgA is 18 times higher than in controls
(“odds-ratio” = 18,61; p=0,000) Test sensibility was 84% and the specificity was
78%. It is concluded that determination of a-T gondii SIgA in tears, may constitute
a possible marker for ocular active toxoplasmosis. It is suggested that future
purification of the antigenic extract would improve the specificity of the

immunoenzimatic slgA test.
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1 INTRODUCAO

1.1 Generalidades

A toxoplasmose é provocada pelo Toxoplasma gondii (T. gondii) um
protozoério de distribuicdo geografica mundial, constituindo-se numa das zoonoses
de maior difusdo no mundo (Tonelli et al., 1987). Provoca no ser humano, com
maior freqUéncia, infecgdes subclinicas (Perkins, 1973). Pode apresentar-se
completamente assintomatica ou com sintomas similares a um resfriado comum
(Silveira et al., 1988). Entretanto, pode provocar quadros graves, especialmente
em hospedeiros imunocomprometidos (Girard et al., 1997; Lanjewar et al., 1998).
Pode levar ao aborto espontaneo e causar infecgdo congénita se a contaminacéao da
mae ocorrer durante a gestacao (Mets et al., 1997; Malm et al., 1999).

A gravidade das consequUéncias da transmissdo congénita para o feto, assim
como as conseqiéncias visuais, capazes de desenvolver sequelas ao longo da vida
(Veitzman & Castro, 1996; Gilbert & Stanford, 2000), constituem o0s principais
fatores responsaveis pelo interesse atual da doenca.

O Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez por Splendore em Sao
Paulo, em Julho de 1908, em coelhos de laboratério. No mesmo ano, na Tunisia,
foi observado o parasita e denominado Toxoplasma gondii, em atencdo ao roedor
africano de laboratério chamado “ Ctenodactylus gondii”. (Nicolle & Manceaux,

1909). Toxoplasma € derivado do grego, em que “toxon” significa arco.



Em 1923 em Praga, foi encontrado o parasita em uma crianca de 11 meses de
idade que apresentava também hidrocefalia, microftalmia e coloboma na regiéo
macular (Janku, 1923).

No Brasil, o primeiro caso de toxoplasmose foi descrito por Torres em 1926,
num recém-nascido.

O Toxoplasma gondii pertence a classe Sporozoa. E parasita intracelular
obrigatorio e mede de 4 a 8 um de comprimento por 2 a 4 um de largura.
Apresenta-se em 3 formas: taquizoita, bradizoita e esporozoita.

A forma taquizoita € o organismo da infeccdo aguda, de rapida multiplicacao,
que se da dentro dos vacuolos citoplasméticos dos macré6fagos do hospedeiro. Esta
forma é labil a medicac&o e mecanismos imunol égicos.

Bradizoita é o organismo de repouso, de multiplicacdo lenta, dentro dos cistos
do toxoplasma. Desenvolve-se durante a infecgdo cronica nos tecidos, nesta forma
0S mecanismos imunolégicos ndo atingem os cistos, podendo permanecer no
cérebro, retina ou musculatura estriada durante toda a vida do hospedeiro.

A forma esporozoita desenvolve-se no esporocisto, dentro do oocisto, que é
eliminado nas fezes dos gatos, Unicos hospedeiros definitivos da doenca. Cada
oocisto contém dois esporocistos, altamente infectantes para aves, mamiferos e o
homem.

O Toxoplasma gondii tem predilecdo por tecidos embrionérios ou fetais. O
tecido nervoso é particularmente sensivel assim também como o miocérdio,
linfonodos periféricos e musculo estriado. No adulto n&o h& tropismo seletivo por

qualquer tipo de célula. Com a entrada dos taquizoitos na corrente sanglinea e



linfatica, ha invaséo e proliferacdo das células levando a necrose. A destruicao
tissular acarreta fibrose e o seu equivalente no sistema nervoso central, a gliose.

Depois de algum tempo, ha resolucdo da forma aguda e surgimento das formas
cisticas (Frenkel, 1997).

O Toxoplasma gondii atinge o olho através do sangue, como parasitas livres
ou dentro de leucdcitos circulantes. Os taquizoitos podem invadir todas as células
do organismo através de um processo ativo de penetracdo. Dentro da célula, séo
circundados por um vacuolo formado pela propria membrana celular e inicia-se sua
multiplicacdo (Oréfice, 2000).

A primeira forma de transmisséo conhecida, causadora de lesbes em humanos
foi a transmissédo transplacentaria. A partir dos trabalhos de Wilder em 1952 e
Perkins em 1973 passou a ser reconhecida a importancia da toxoplasmose
congénita destacando que 70% destas viréo a ter cicatrizes coriorretinianas.

Tradicionalmente pensava-se que as uveites posteriores presumivelmente por
Toxoplasma gondii eram decorrentes da lesdo congénita reativada. Trabalhos
recentes mostram que individuos com toxoplasmose adquirida apresentam o risco
de desenvolver lesbes oculares que comprometem gravemente a visédo (Stehling &
Orefice, 1996; Burnett et al., 1998; Gilbert & Stanford, 2000.).

A lesdo cléassica da toxoplasmose ocular € uma retinocoroidite focal,
necrosante (Zimmerman, 1961), associada a graus variaveis de comprometimento
vitreo, porém recentemente novas caracteristicas clinicas aparecem associadas a

toxoplasmose ocular (Burnett et al., 1998; Silveira et al., 1991) .



1.2 Epidemiologia

Do ponto de vista epidemiolégico, sabe-se que o gato é o hospedeiro
completo, ja que apresenta o ciclo sexuado e assexuado do toxoplasma, enquanto
que outros hospedeiros como os homens sdo intermedidrios ou incompletos,
ocorrendo apenas o ciclo tecidual extraintestinal assexuado.

A transmissdo ocorre através dos oocistos presentes no solo, verduras mal
lavadas, ou carnes mal passadas, contaminadas, especialmente as suinas. Este
aspecto foi avaliado em estudo realizado por Assis et al. (1997), em 52 pacientes
com lesBes ativas supostamente toxoplasmicas nos quais o contato com animais
domésticos foi relatado em 44,2% dos casos. Recente publicacdo faz referéncia a
gue um importante meio de transmisséo estaria representado pala contaminacao da
agua (Bahia-Oliveira et al., 2003).

A transmissédo transplacentéaria acontece quando a infecgcao é adquirida durante
a gestacéo e transmitida ao feto (Perkins, 1973).

A freqUéncia de anticorpos antitoxoplasma é elevada em quase todos o0s
paises, ja que 20 a 90 % da populacdo adulta teve contato com o parasita. A
incidéncia da infeccdo no homem varia de acordo com &rea geogréfica considerada,
com os habitos alimentares, proximidade com gatos e seus dejetos. A incidéncia
também aumenta com a idade, ndo parecendo haver diferenca entre sexo e raca
(Frenkel, 1985; Bahia et al., 1992). Nos Estados Unidos a incidéncia varia entre 10
a 67% da populagdo maior de 50 anos, e no Alaska chega a 1%. No Brasil entre 50
a 80% da populacdo adulta tem sorologia positiva para toxoplasmose. (Oréfice &

Bomfioli, 2000).



A prevaléncia da doenca no territorio nacional varia segundo as diversas
regides, assim no Rio Grande do Sul alcanga 82%, 42% em S&o Paulo e 50% na
Bahia (Abreu et al., 1998). Em recente estudo realizado em Pernambuco, no
municipio de Jaboatdo dos Guararapes, em 196 criancas de dois a 16 anos de
idade, foi observada uma prevaléncia de 79,1%, sendo 49,0% titulos altos de IgG
anti- T. gondii. Ainda, das 41 (20.9%) criancas 1gG negativas, quatro apresentaram
IgM positiva (Malaguefio et al., 2002).

A toxoplasmose é uma causa importante de uveite em diversas partes do
mundo. No Brasil é responsavel por aproximadamente 50% a 80% do total das
uveites (Belfort et al.,1978; Jain et al., 1998; Gehlen et al., 1999).

Em Campos dos Goytacazes (Oréfice et al, 2000), foram avaliados 1.050
individuos para andlise da associacdo entre as condi¢des socioeconbmicas, a
sorologia positiva e presenca de lesdes oculares pelo T. gondii. Foi concluido que
a prevaléncia de infeccdo por T. gondii € maior nas populacdes de baixo poder
aquisitivo A analise acima também sugere que habitos higiénicos possam explicar
os diferentes percentuais da soro-prevaléncia observada. Neste mesmo trabalho a
prevaléncia de lesdes oculares foi de 10%, ndo havendo, portanto, diferenca entre

0S grupos estudados.

1.3 Aspectos Clinicos da Toxoplasmose

Do ponto de vista clinico, é conveniente separar as alteracdes relacionadas as

formas congénitas e adquiridas da toxoplasmose.



Toxoplasmose congénita: é a infeccdo fetal durante a gestacdo, por via
transplacentaria. As formas de apresentacdo da toxoplasmose congénita
representam diversas fases na evolucdo de um mesmo processo patoldgico (Belfort
et al, 1975) Os quadros clinicos sdo; infeccdo subclinica, doenca neonatal e
doenca poés-natal.

A forma subclinica é a mais freqlente e as criancas podem apresentar ao
nascimento cicatrizes retinocoroideanas e calcificagdes intracranianas (Melamed et
al, 1998). Com o passar dos anos podem desenvolver doencas oculares de acordo
com a localizagcdo das cicatrizes, estrabismo ou mesmo cegueira, sendo por isto
considerada hoje, uma causa importante de cegueira (Fernandez et al, 1996).

Na doenca neonatal o recém-nato apresenta ao nascimento o0 quadro
neurolégico ou a infeccdo generalizada, sendo mais comum o primeiro. A
retinocoroidite € a manifestagcdo ocular mais comum, sendo bilateral em 54% dos
casos (Peixoto dos Santos, 1999). Esta forma € grave, apresentando alta incidéncia
de sequelas oculares.

O diagndéstico precoce seguido de tratamento adequado segundo Mets et al.
(1997), contribui em alguns casos para conseguir uma boa acuidade visual.

Na forma pdOs-natal a criangca nasce aparentemente normal e apés semanas ou
meses desenvolve sinais clinicos da doenca. O’'Neil em 1998 estudou as
consequéncias oculares de infeccdes por toxoplasma durante a gestacéo,
acompanhando 21 casos confirmados durante 24 anos, verificou que os danos fetais
podem resultar de infecgbes intra-uterinas e seus efeitos podem continuar

ocorrendo ap6s 20 anos da infecgéo.



Toxoplasmose adquirida: A principal forma de apresentacdo da
toxoplasmose adquirida é a subclinica, responsavel por aproximadamente 70% dos
casos. Os casos sintométicos ocorrem em 30% dos pacientes, apresentando formas
clinicas variadas.

As mais freqlentes sdo: forma ganglionar, pulmonar, neuroldgica e ocular.

Toxoplasmose ocular: o Toxoplasma gondii apresenta neurotropismo, por esta
razdo a localizagcdo ocular inicial € a retina, alcancando a mesma pela circulacédo
retiniana, ou mais raramente, pela circulacdo coroidea (Tabbara, 1990). A
proliferacdo de taquizoitos provoca necrose celular resultando retinites necrosante.
Secundariamente compromete as estruturas subjacentes levando a falar de
retinocoroidite toxoplasmica.

Os taquizoitos podem transformar-se em cistos tissulares, que podem
permanecer quiescentes na retina sadia ou nas cicatrizes da mesma durante anos.

Cerca de 60% dos pacientes apresentam recorréncias, que podem ocorrer nas
margens das lesfes anteriores, em areas retinianas longe do foco primario ou no
olho contralateral.

Diversas teorias tém sido invocadas para compreender as recidivas, surgindo
recentemente o fator cepa e agressividade da mesma, sugerido pelos trabalhos de
Aradjo et al. (1997) que utilizando cepas diferentes de Toxoplasma gondii e ratos
cronicamente infectados, demonstraram que a imunidade da infeccdo primaria
poderia ndo ser suficiente para prevenir doenca e mortalidade apos reinfeccdo. Os
ratos desenvolveram a doenca e morreram de toxoplasmose aguda quando

reinfectados por uma cepa diferente daquela que causou a infeccédo priméaria.



A imunossupressdao aumenta a frequéncia de recidivas, pois a reducdo dos
linfécitos Thl e interleucinas permite que os parasitas que emergem dos cistos se
desenvolvam (Na He et al., 1997).

Trabalhos recentes demonstram que a toxoplasmose adquirida, também pode
vir a provocar lesdes oculares (Beniz J, 1993; Gilbert & Stanfort, 2000).

Burnett et al. (1998), observaram a primeira série de casos de toxoplasmose
adquirida, com doenca ocular, durante uma epidemia no Canada.

Gilbert & Stanford (2000), analisaram estudos populacionais na procura de
uma estimativa do nimero de casos que seriam provocados por doenca congénita
ou doenca adquirida ap6s o nascimento. A conclusdo foi de que com os dados
disponiveis no estudo, a estimativa que podia ser feita foi que pelo menos 2/3 dos
pacientes que apresentam toxoplasmose ocular adquiriram a infeccdo apds o
nascimento e nao por transmissao materno fetal.

Ja na toxoplasmose adquirida, outras estruturas oculares podem ser afetadas
sem apresentar retinites (Rehder et al., 1988; Johnson et al., 1997; Parrat et al.,
1999; Moraes, 1999). Estas sdo as chamadas formas atipicas (Oréfice & Tonelli,
1995; Adam et al., 2000), sendo mais freqlentes as seguintes:

- Forma punctata externa: é caracterizada pela aparicdo de pequenas lesdes
branco-cinza, multifocais.

- Neuro-retinite: sao lesdes ativas justadiscais, que levam ao
comprometimento retiniano e do nervo Optico de maneira agressiva.

- Neurite: a papilite com relativa frequéncia acompanha a uma lesdo de
retinocoroidite. Alguns autores consideram que nao se trata de uma papilite

propriamente tal e sim de um edema reacional do nervo 6ptico.



- Forma pseudomdultipla: caracterizada pela presenca de multiplas lesbes da
retina, aparentemente ativas, mas, na realidade, trata-se de focos de edema de
retina que acompanham a um foco em atividade.

- Uveite anterior: Oréfice & Tonelli (1995) descreveram o primeiro caso de
toxoplasmose adquirida ganglionar associada a iridociclite granulomatosa sem
retinocoroidite, em paciente imunocompetente. Rehder et al. (1988), relataram um
caso de um paciente com SIDA que apresentava uveite anterior granulomatosa sem

alteracdes fundoscopicas.

1.4 Caracteristicas Fundoscépicas

No estudo do segmento posterior observam-se dois tipos de lesbes: ativas e
cicatrizais.

A lesdo ativa tipica € a retinocoroidite granulomatosa focal necrosante. O
primeiro sinal € um exsudato branco-amarelado, as vezes cinza, com limites mal
definidos, devido ao edema retiniano circunjacente. A coroide subjacente sempre
estd comprometida, sendo mais raro o comprometimento escleral. A lesdo pode ser
Gnica ou satélite, a outra preexistente, porém, € sempre focal. O formato € oval ou
circular, de tamanho variavel, desde 1/10 de didmetro discal ou “papilar” até 2
quadrantes da retina. A vitreite pode ser importante, as vezes acompanhada de
descolamento do corpo vitreo posterior. Proximo a éarea da lesdo pode haver

hemorragias, resultante da vasculite, que é predominantemente venular. Pode haver
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inflamacdo da camara anterior, com células e “flare”, sendo este ultimo sinal
exsudato de proteinas no humor aquoso da camara anterior.

O processo evolutivo segue um curso benigno e autolimitado. Apds um
periodo variavel de tempo ocorre pigmentacdo, sobretudo nas margens da lesdao. O
tempo de cicatrizacdo depende da cepa do parasita, do estado imunolégico do
hospedeiro, do tamanho da leséo e do tratamento aplicado..

As lesbes cicatrizadas apresentam margens bem delimitadas, graus variaveis
de hipertrofia do epitélio pigmentario e atrofia retinocoroideana. Na area central,
atréfica, os vasos da cordide e a esclera podem ser visiveis. Em alguns casos
aparecem areas de gliose retiniana, vitreoretinopatia proliferativa, membrana
neovascular sub-retiniana e anastomoses vasculares (Oréfice, 2000).

A lesdao em rosacea macular, segundo alguns autores, patognoménica de
toxoplasmose ocular congénita, consiste em uma coroa radiada de pigmento
dirigindo-se a uma éarea central de necrose, o que da o aspecto de “roda de
carroca”. As traves fibréticas séo freqlientes e geralmente séo originadas na lesédo
estendendo-se a outras areas da retina.

As lesBes podem ser Unicas, multiplas ou satélites.

1.5 Diagnéstico Laboratorial

O diagnostico definitivo depende da identificacdo do parasita, que é feita

mais facilmente durante o curso agudo da infeccdo, em que o taquizoito pode ser

encontrado nos liquidos organicos. O parasita pode ser identificado em exame



11

microscopico apos coloracdo pelo método de Giemsa. Na fase crénica o parasita e
encontrado de forma esporadica em cortes histoldgicos corados pela hematoxilina.

Outro método de laboratério € a identificacdo do parasita mediante a
inoculacéo de fluidos corporais suspeitos na cavidade peritoneal de camundongos.
Os parasitas se multiplicam por uma semana e sao detectados mais facilmente no
liquido peritoneal dos animais (Frenkel, 1997).

Sabin & Feldman (1948), deram inicio a era da sorologia em toxoplasmose, ao
introduzir a reacdo do corante que leva seu nome, passando a doenca a ser avaliada
atraves de reagdes sorol dgicas.

Os testes sorolégicos constituem a principal ferramenta para o diagndstico
laboratorial da toxoplasmose. Através deles é possivel demonstrar a presenca de
anticorpos especificos antitoxoplasma no soro e em outros liquidos organicos,
como o humor aquoso. (Desmonts, 1960). A quantificacdo destes anticorpos e a
caracterizacdo das classes de imunoglobulinas predominantes, associadas as
observacdes clinicas, geralmente permitem que sejam estabelecidas as fases da
doenca (Ongkosuwito et al., 1999).

Dos diversos métodos soroldgicos os mais estudados sdo 0s seguintes: as
reacOes de Sabin e Feldman, Fixacdo de Complemento, Hemaglutinacdo Indireta,
Imunofluorescéncia Indireta e Imunoenziméticas (ELISA).

Uma variagcdo da técnica de imunoensaio, é constituida pelo Western blotting
ou Immunoblotting, apontada como uma contribuicdo importante para o

diagndstico da toxoplasmose congénita (Chumpitazi et al., 1995).
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O diagnéstico da toxoplasmose aguda ou ativa néo esta bem definido uma vez
que a prevaléncia da infeccdo € alta e podem ser encontrados niveis de anticorpos
elevados em populacOes expostas ao parasita.

Na toxoplasmose adquirida recente, os anticorpos 1gG estdo em clara ascensao
ou mostram titulos elevados, porém, de avidez baixa, e os anticorpos IgM, IgA e
IgE, estdo em geral com titulos altos. Na toxoplasmose crbénica, observam-se
apenas anticorpos 1gG com titulos baixos, mas de alta avidez.

Tém sido analisada a avidez da IgG no soro, com o objetivo de diferenciar
infeccdo recente de crbnica. Paul (1999), analisou o soro de 23 pacientes com
infec¢cdo por T. gondii recentemente adquirida comparando avidez da 1gG com 19
pacientes portadores de toxoplasmoses com até seis meses de duracdo, concluindo
que baixa avidez da 1gG nem sempre identifica um caso de infeccdo recente, mas
IgG com avidez alta, pode excluir infec¢do priméria com menos de cinco meses de
evolugao.

Existe uma fase intermediaria da toxoplasmose que apresenta anticorpos IgM
com titulos baixos e pode haver anticorpos IgA. Titulos de 1gG baixos podem
representar fase cronica da doenca, ou uma infeccdo muito recente. A elevacao do
titulo sugere a presenca de infeccdo aguda, em cujo caso geralmente aparece
aumento de IgM. A permanéncia de titulos baixos indica processo croénico
(Oréfice, 2000).

A deteccdo de IgM especifica no plasma tem sido utilizada para demonstrar
toxoplasmose adquirida recente ou congénita. Geralmente aparece na primeira
semana apoés a infeccdo, alcancando o pico com um més para desaparecer ao redor

dos nove meses. De acordo com Francis et al. (1993), pode ser encontrada elevada
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até um ano apos a infeccdo se os métodos utilizados forem sensiveis. O mesmo
autor destaca que a IgA especifica no soro aparece geralmente duas a quatro
semanas apo0s a primoinfecdo, com pico em redor do segundo a terceiro més,
desaparecendo apos sete a nove meses.

Apls o tratamento, os niveis de anticorpos tendem a uma reducdo. Mas em
alguns casos, persistem titulos elevados mesmo com o desaparecimento da
sintomatologia clinica.

Na toxoplasmose ocular, geralmente ndo h& correlacdo entre os niveis de
anticorpos sericos e a sintomatologia ocular do paciente, sendo comum a
ocorréncia de titulos baixos de 1gG. A pesquisa de IgM, na maioria das vezes é
negativa (Oréfice, 2000). Sendo assim, pode-se concluir que os testes soroldgicos
ajudam pouco no diagnostico da doenca ocular.

Nos casos de lesdes atipicas, a sorologia negativa pode excluir a
toxoplasmose, mas a 1gG positiva faz apenas o diagndstico presuntivo da doenca,
devido a alta prevaléncia de anticorpos na populacgéao.

Nos casos em que o diagndstico diferencial se impBe, a determinacdo dos
titulos de I1gG especifica no humor aquoso pode fornecer esclarecimento. S&o
comparados 0s niveis de anticorpos no soro com o0s encontrados no humor aquoso,
sendo possivel definir se ha producado intra-ocular de anticorpos, o que indicaria
toxoplasmose ocular ativa. Isto constitui o Coeficiente de Desmonts (Desmonts,
1966; 1973). A equacdo para o calculo e resultados sugeridos pelo autor pode ser

observada a seguir.
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COEFICIENTE DE DESMONTS

(Titulo de anticorpos no humor aquoso) X  (IgG total no soro.)

(Titulos de anticorpos no soro) X  (IgG total no humor aquoso)

Resultados: 0.5 a 2 — normal
2 a 7 — sugere producdo intra-ocular de anticorpos

>/= 8 — producéo intra-ocular significativa

Para a realizacdo deste exame é necessaria a puncao da camara anterior para
coleta de humor aquoso, procedimento que tem risco de complicaces como
infeccdo intra-ocular ou lesdo de estruturas oculares.

Bornard & Gottrau (1997), analisaram soro e humor aquoso de 90 pacientes,
medindo o coeficiente de Desmonts para avaliar a producado local de anticorpos e
confirmar o diagnéstico clinico de toxoplasmose ocular. O resultado foi positivo
em 41.1% dos casos, incerto em 13.3% e negativo em 54.6% dos casos.

Quentin & Reiber (1997), analisaram 46 olhos de pacientes portadores de
uveites graves com a técnica de ELISA no soro e no humor aquoso. A analise do
humor aquoso se mostrou mais eficiente do que a analise de anticorpos no soro
para diagndéstico de toxoplasmose ocular.

Atualmente tem-se proposto a utilizacdo da PCR (“Polymerase Chain

Reaction”) que permite a identificacdo do DNA especifico do parasita em amostras
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de humor aquoso e corpo vitreo, sendo de utilidade para diagnostico de
toxoplasmose ocular (Kasumi et al., 1996; Bornand & Gottrau, 1997; Jones et al.,
2000).

Gargew et al. (1998), analisaram o humor aquoso e soro de 27 pacientes.
Foram encaminhados para 2 laboratorios de referéncia para realizagéo de 1gG, IgM
e IgA e calcular o Coeficiente de Desmonts. A avidez também foi testada, bem
como a deteccdo de DNA do toxoplasma por PCR. Concluiram que nenhum dos
métodos foi o suficientemente sensivel para estabelecer o diagnostico, mas a
combinacdo dos quatro métodos, atinge uma sensibilidade alta como para justificar
a analise do humor aquoso como método rotineiro.

Ronday et al. (1999), estudaram soro e humor aquoso de 155 pacientes que
foram testados para 1gG, IgA e IgM. A presenca de DNA de T. gondii foi
determinada por PCR. Em 88 dos 155 pacientes foi diagnosticado o toxoplasma.
Entre estes 88 pacientes, 65% apresentaram producdo de 1gG intraocular, 52 %
producédo de IgA intraocular, 37,5% apresentaram producéo de IgG e IgA, 27%
tiveram s6 producdo de IgG e 15% s6 producdo de IgA. Apenas um dos 13
pacientes testados apresentou producdo de IgM. Concluiram que a IgG esta
presente com maior frequéncia na resposta humoral contra o toxoplasma, seguido
por IgA. A determinacdo de IgA mostrou ser atil como teste adicional para
diagnostico de toxoplasmose ocular.

Estudos mostram que a medida da IgA especifica para Toxoplasma gondii no
humor aquoso contribui substancialmente para o diagndéstico da doenca ocular
(Katina et al., 1992; Ronday et al., 1999; Garweg et al., 1998; 2000). Considera-se

a presenca simultanea de anticorpos IgA e IgM antitoxoplasma como um indicador
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de infeccdo recente. Um método de imunocaptura que permite a deteccao
simultanea destes anticorpos é o ISAGA (I1gA /1gM).

Trabalhos experimentais em animais tém apontado que as membranas mucosas
do organismo sdo induzidas a produzir IgA secretoras (IgAs), durante a infeccao
com os cistos de T. gondii (Chardes et al., 1990).

Diversos estudos supracitados mostram que a mensuracdo da IgA anti-T.
gondii no soro e no humor aquoso, contribui substancialmente para o
esclarecimento diagndstico da doenca ocular.

Em humanos, uma outra linha de investigagcdo tem procurado verificar a
relacdo entre a resposta imune das mucosas com a infec¢éo por T. gondii.

Mack & McLeod (1992), demonstraram que IgA secretora esta presente no
colostro de mulheres com infeccdo cronica e aguda, indicando que a infeccao
aguda verdadeiramente coincide com uma resposta imunitaria das mucosas.

E do conhecimento das ciéncias béasicas da oftalmologia que o bulbo ocular
encontra-se coberto por uma membrana mucosa denominada conjuntiva e uma
camada aquosa denominada filme lacrimal, sendo este filme produto do sistema
secretor lacrimal. Dito sistema esta formado pela glandula lacrimal principal e
pelas glandulas acessorias, essas ultimas distribuidas na sustancia prépria da
conjuntiva. Ainda participam na produc¢do do filme lacrimal, glandulas produtoras
de lipideos (Meibomius, Moll e Zeis) localizadas nas palpebras e células que
produzem mucina, dispostas na superficie conjuntival (Brong & Kara-José, 1997).

As glandulas lacrimais secretam proteinas, nutrientes, horménios, fatores de

crescimento e imunoglobulinas, em forma de uma solucdo eletrolitica
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aproximadamente isotdnica, constituindo assim a primeira e importante barreira
defensiva e protetora ocular (Holly, 1977).

As imunoglobulinas sdo moléculas protéicas sintetizadas pelos plasmaocitos,
responsaveis pela imunidade humoral. Nas l4grimas podem ser encontradas 1gG,
IgD, IgE e IgA (Ballow et al., 1983). A imunoglobulina A é sintetizada nos
foliculos linféticos, localizados tanto na conjuntiva quanto na glandula lacrimal.

A imunoglobulina A é responsavel por cinco a 10% de todas as proteinas
plasmaticas nos adultos normais. Apresenta vida média de sete dias e € sintetizada
em média de oito a dez mg/dia. A vida média curta e 0s baixos niveis de sintese
sdo responsaveis pelos baixos niveis plasmaticos. A concentracdo de IgA em
secrecbes externas € maior que a encontrada no plasma. Cada molécula de IgA
secretora esta formada por duas moléculas de IgA unidas por uma proteina
conhecida como “componente secretor”, produzido pelo epitélio conjuntival (Liu,
1981). A IgA sintetizada nos foliculos linfaticos e plasmoécitos da conjuntiva,
atravessa as células epiteliais em direcdo a superficie onde é acoplado o
componente secretor. Uma vez na superficie o componente secretor protege a
imunoglobulina da agdo das enzimas presentes no filme lacrimal. A IgAs nao fixa
complemento e parece agir principalmente na superficie da conjuntiva. A aplicacéo
de antigenos na conjuntiva resulta em producédo local de células com memoria
especificas que respondem a posteriores aplicacdes tdépicas do mesmo antigeno.
Experimentos mostram que animais imunizados por via sistémica a um antigeno
especifico produzem anticorpos circulantes contra o antigeno, os quais podem ser
recuperados no filme lacrimal (Saspe, 1967). A imunizacgao intestinal néo resulta

em imunizagdo conjuntival, porém parece estimular a conjuntiva por meio de
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células especificas com memodria que migram aos foliculos linfaticos conjuntivais
(Pu et al., 1983).

Este mecanismo imunoldgico, combinado com um ativo sistema fagocitario e
de lisozimas no filme lacrimal, forma a primeira linha de defesa do bulbo ocular
contra invasao microbiana e estabelecimento de processos infecciosos (Settipane et
al., 1965).

Meek et al. (2000), investigaram a IgAs anti-T. gondii na lagrima de 62
individuos normais, funcionarios do proprio laboratério, que participaram
voluntariamente da pesquisa. Concluiram que as lagrimas de muitos individuos,
cronicamente expostos apresentam, como resultado de respostas imunes passadas,
anticorpos IgA anti-T. gondii.

Pelo exposto nesta introducdo fica claro que os testes soroldgicos constituem
uma importante ferramenta para o esclarecimento diagndéstico da uveite posterior
presumivelmente toxoplasmica. A determinacdo de imunoglobulinas 1gG, IgM, IgE
e IgA no plasma ou no humor aquoso foram, até a presente data, bastante
estudadas. Por outro lado é patente também a participacdo das membranas
mucosas, inclusive a ocular, a exposicdo pelo T. gondii, pois a IgAs na lagrima
tem sido detectada em individuos expostos.

Neste contexto justifica-se o estudo da associacdo entre uveite posterior
presumivelmente toxoplasmica e IgAs especifica na lagrima, bem como a variacao
na reatividade da mesma, contribuindo assim, com um novo indicador laboratorial

para o esclarecimento da toxoplasmose ocular.
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2 HIPOTESE

Existe associacdo entre uveite posterior ativa presumivelmente por
Toxoplasma gondii e a presenca de |IgA secretora antitoxoplasma na lagrima, com

variagcado da intensidade na reacdo da mesma?
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Verificar associacdo entre uveite posterior ativa presumivelmente por
Toxoplasma gondii (UPAPT), e presenca de IgA secretora anti - T. gondii na

ldgrima, bem como a variacdo da intensidade na reacdo da mesma.

3.2 Especificos

- Determinar a presenca de IgAs antitoxoplasma na lagrima dos portadores de
uveite posterior ativa, presumivelmente por Toxoplasma gondii.

- Determinar a variacdo da intensidade de reacdo da IgAs antitoxoplasma na
ldgrima dos portadores de uveite posterior ativa, presumivelmente por Toxoplasma

gondii.
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4 CASUISTICA E METODO

4.1 Desenho do Estudo

Considerando que o objetivo do presente trabalho foi verificar a presenca de
IgAs especifica na lagrima, estudando a variacdo da intensidade na reacdo da
mesma, nos individuos portadores de UPAPT, bem como em individuos expostos
sem doenca ocular, além da descricdo de um indicador laboratorial para

esclarecimento diagnéstico, optou-se por um estudo do tipo caso — controle.

4.2 Definigado de Termos

4.2.1 Definicdo de Casos

Foram considerados como “Casos” os individuos portadores de UPAPT, pela
oftalmoscopia binocular indireta, maiores de dez anos, independente de sexo ou
domicilio, referidos ao ambulatério de oftalmologia do Hospital das Clinicas da

UFPE, estabelecimento onde foi realizada a pesquisa.
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Constituiu-se em padréo ouro o fundo de olho daqueles individuos portadores
de lesbes retinocoroideanas cicatrizadas, com margens bem definidas, sinais
sugestivos de hipertrofia e de atrofia do epitélio pigmentario, acompanhada de
lesdo satélite com atividade inflamato6ria, graus variaveis de vasculite retiniana e
compromisso vitreo, associada ou ndo a comprometimento das estruturas do polo
anterior.

Na figura 1 apresenta-se um exemplo do padrdo ouro utilizado no estudo, As

retinografias mostradas séo de pacientes que participaram do mesmo.
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FIGURA 1- Retinografias de pacientes participantes do estudo com |esbes

padrdo ouro de uveite posterior ativa presumivelmente por T. gondii,
atendidos no HC da UFPE em 2002.
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4.2.2 Definicédo de Controles

Foram considerados como controles individuos saudaveis, sem doenca ocular,
portadores de reacdo sérica para IgG anti - T. gondii, que foram referenciados
pelos pacientes considerados como “casos”. Deu-se preferéncia a parentes ou
moradores da mesma localidade, independente do sexo, e que aceitaram
voluntariamente comparecer ao Hospital das Clinicas da UFPE para participar do

estudo.

4.2.3 Critérios de Exclusao

Foram excluidos do estudo aqueles casos cujo exame clinico oftalmoldégico
apresentava caracteristicas semioldgicas diferentes das descritas como padréo
ouro, bem como individuos que vinham fazendo uso de corticéides por via oral, ou
fossem portadores de doenca caracterizada por imunodeficiéncia de qualquer tipo.

Foram excluidos dos controles todos os individuos IgG anti - T. gondii

negativos e aqueles portadores de doenca ocular.

4.2.4 Variaveis Bioloégicas e Procedéncia

Foram consideradas as variaveis bioldgicas (sexo, idade e cor da pele) e
procedéncia dos individuos participantes do estudo.

Sexo:
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- feminino;

- masculino.
Idade: A categorizacdo dos grupos etérios foi feita de acordo com a orientacédo da
OMS (Colli, 2002) em Infantes, Adolescentes e Adultos. Como deste trabalho néo
participaram menores de 10 anos, foi eliminado o grupo dos infantes. Os
individuos de 10 a 20 anos foram categorizados como adolescentes, e acima de 20
anos como adultos. Os participantes foram distribuidos em trés grupos
particulares:

- 10— 20 anos.

- 21 — 30 anos.

- 31 anos ou mais.
Cor da pele:

- branca.

- ndo branca.
Procedéncia: corresponde ao lugar onde o caso/controle tem seu domicilio. Foi
utilizada a classificacdo do IBGE (IBGE, 2003) que determina como &rea
metropolitana a capital, Recife e 15 municipios adjacentes. Foram considerados os
169 municipios restantes da Zona da Mata, Agreste e Sertdo como interior do
Estado de Pernambuco.
Categorizagao:

- area metropolitana.

- interior.

Sendo a UPTAP um agravo a salde reconhecida pela sua importancia do ponto

de vista visual e social, pretendeu-se no presente estudo avaliar caracteristicas que
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viessem a aportar elementos para o conhecimento desta doenca na regido estudada

(Anexo A).

4.3 Amostra

4.3.1 Tipo de Amostragem

Foi utilizada amostragem n&o probabilistica, do tipo *“conveniéncia’,
selecionando os individuos a partir da presenca ou auséncia da UPAPT (Pereira,

2000).

4.3.2 Definicdo do Tamanho da Amostra

O calculo do tamanho da amostra para este estudo de caso-controle foi
definido a partir dos seguintes parametros;

-1. A prevaléncia de imunoglobulina A secretora na lagrima foi estimada com
base nos 15 primeiros controles do presente estudo e calculada em 20% (200 casos
por mil), em face a inexisténcia de dados confiaveis na literatura revisada.

-2. Magnitude de associagcao entre o fator de risco (UPAPT) e presenca de
IgAs anti-T.gondii na lagrima, estimada por meio do “odds ratio”. A partir do
modelo estabelecido hipotetizou-se uma diferenca marcante entre os dois grupos,

sendo assim arbitrou-se um odds-ratio = 5.
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-3. Erro do tipo | ou erro Alfa: representa a probabilidade de, ndo havendo
associacao entre UPAPT e IgAs anti-T. gondii na lagrima, esta seja “falsamente”
demonstrada. Com o valor de alfa = 0.05, essa probabilidade é de 5%. Aceitavel,
para a maioria dos trabalhos cientificos onde essa metodologia foi usada.

-4. Erro tipo Il ou erro Beta, que representa a probabilidade de que havendo
associacdo entre UPAPT e IgAs anti-T. gondii na lagrima, esta ndo seja
detectada. Foi estabelecido um valor de beta= 20%, que corresponde a um “power”
de 80%. Representando o “power” a probabilidade de detectar um resultado
significativo, se a associagao de fato existe.

Os célculos foram feitos com ajuda do programa estatistico Epi Info verséo
6.04 Janeiro 1997. O tamanho da amostra estimado foi de 26 casos e de 52 para 0s

controles, distribuidos na proporcéo de 1:2 mostrando um total de 78 individuos.

4.4 - Padronizacado de técnicas

4.4.1 Diagnoéstico Clinico

Tanto os casos como os controles foram atendidos no ambulatério do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco.

Foi elaborado previamente um formulario especifico para a coleta de dados,
nesta pesquisa de acordo com o0s objetivos estabelecidos (Anexo B). Neste

protocolo foram anotadas as informacOes obtidas por meio da anamnese e exame
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clinico, assim como os resultados dos exames de laboratério e evolucédo do
paciente.

O diagndstico dos pacientes portadores da doenca ocular foi realizado por um
retin6logo e confirmado independentemente por outro especialista em retina e
uveites, por meio de oftalmoscopia binocular indireta. Para isto utilizou-se
oftalmoscopio binocular indireto marca Keller e lente de vinte dioptrias, da marca
Nikon estando os pacientes sob midriasis medicamentosa com colirios de
fenilefrina a 10% e tropicamida a 1%, tendo —se os cuidados de prevencao dos
efeitos colaterais destas drogas.

Todos os individuos portadores de UPAPT foram submetidos a documentacéo
fotografica colorida da lesdo como preconizado para préatica clinica. Todos o0s
exames retinogréaficos foram realizados com uma retino-cdmara marca Topcon, de

fabricacao japonesa.

4.4.2 Coleta das Amostras

Coleta da amostra do sangue: foi coletada uma amostra de 10 ml de sangue
venoso de todos os participantes no estudo para obtencdo do soro que foi
congelado a -20°.

Coleta da amostra da lagrima: para analise da IgAs na lagrima foi coletada
lagrima utilizando fita de papel filtro n® 4 A marca Toyo, de 5.0 cm de
comprimento x 0.5 cm de largura. O papel foi dobrado 0,5 cm antes da ponta

terminal, para ser inserido no terco externo da palpebra inferior, sendo retirada
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apos cinco minutos. As amostras foram congeladas apés coleta, para posterior

andlise, e padronizadas de acordo ao peso, sendo este de 0,06 mg.

4.4.3 Método Imunoenzimatico

Preparacdo do antigeno: foram infectados camundongos Balc/c, por injecao
intraperitoneal, com a cepa RH do Toxoplasma gondii. Apos uma semana foi
retirado 500 uL de liquido ascitico dos camundongos. Os animais foram
sacrificados, e o liquido obtido foi submetido centrifugagdo. Os parasitas foram
lavados com tampédo PBS 0,01 M, ph 7,2 e posteriormente submetidos a rupturas
por congelamentos sucessivos, para obter extrato bruto de Toxoplasma gondii o
que foi coletado e armazenado a — 4°C. A seguir foi determinada a concentragao
protéica utilizando o método de Sedmack (1977).

Ensaio imunoenzimético (ELISA): a pesquisa dos anticorpos IgM, I1gG, IgA e
IgAs na lagrima, foi realizada por meio do ensaio imunoenzimatico ELISA,
descrito por Engvall & Perlmann (1971), modificado. As placas utilizadas foram
do tipo NUNC polysorbent contendo 96 pocos. As placas foram sensibilizadas com
50 puL (8ug/mL) de antigeno do extrato bruto de Toxoplasma gondii diluido em
tampao carbonato bicarbonato 0.05 M, pH 9. Para leitura da densidade 6ptica foi
utilizado leitor de ELISA BIORAD, com filtro de 492nm.

Em todos os ensaios foram incluidas amostras de referéncia de trés soros
controles negativos e trés soros controles positivos, para controle da variacao

interensaios. O valor do ponto de corte foi determinado pela média aritmética mais
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dois desvios padrdes, das densidades 6pticas das amostras dos soros dos controles
negativos.

Como controle da qualidade do ensaio e do antigeno utilizado foi realizado
paralelamente ELISA com o Kit comercial Captia Toxoplasma gondii 1gG da
Trinitry Biotech, seguindo rigorosamente as instrugdes fornecidas pelo fabricante.

No caso especifico da IgM, as amostras foram submetidas também a
confirmacéo do resultado obtido pelo método de ELISA, utilizando o método de
Imunofluorescéncia de acordo com a técnica descrita por Camargo em 1964,
considerando positivo a partir da diluicdo 1/16.

A medida da exposicao ao Toxoplasma gondii, foi avaliada por meio da
andlise das absorbancias de 1gG no soro, dos casos e dos controles. Procedimento
semelhante foi utilizado para as outras imunoglobulinas.

A determinagcdo e mensuragdo de niveis séricos de I1gG, IgM e IgA anti-T.
gondii dos casos e dos controles, foram realizados no laboratério do setor de

Immunologia do LIKA-UFPE.

4.4 Processamento e analise de dados

As variaveis foram categorizadas e agrupadas para efeito de analise, em
relacdo a variavel dependente, neste caso a UPAPT.

Para andlise foi utilizado o programa Epi Info versao 6.04, 1997.

Foi analisada a associacdo da varidvel independente (presenca de IgAs

secretora anti-T. gondii) com UPAPT, por meio da tabela 2x2. A magnitude da
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associacao foi expressa através da “razdo dos produtos cruzados” ou “odds ratio”,
sendo realizado também andlise estratificada. Para avaliar a significancia
estatistica dos resultados encontrados, foi utilizado o intervalo de confianca dos
“odds ratios” estimados e o teste do “Qui quadrado” (x?), sendo considerado
significante o valor de p = 0.05.

O indice Kappa foi aplicado para analisar concordancia entre os valores
obtidos de IgA sérica especifica e IgA secretora especifica na lagrima.

Escala de concordancia Kappa (Pereira,2000)

KAPPA CONCORDANCIA

< 0,00 RUIM
0,00 — 0,20 FRACA
0,21 — 0,40 SOFRIVEL
0,41 — 0,60 REGULAR
0,61 — 0,80 BOA
0,81 — 0,99 OTIMA

1,00 PERFEITA

Ainda para verificar a validade da determinacdo da IgAs anti-T. gondii nos
portadores de UPAPT, foi determinada a sensibilidade e especificidade do teste
por meio da tabela 2x2, especifica para este fim (Pereira, 2000), a que pode ser

observada a seguir.
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Avaliacao da validade de um teste diagndstico

Doenca presente Doencga ausente Total
Teste Verdadeiro positivo Falso positivo o
at
positivo a b
Teste Falso negativo Verdadeiro negativo g
c+
negativo C d
Total atc b+d N

N = n° total de examinados=a+ b+ c + d
Sensibilidade = a/a+c

Especificidade = d/b+d.

4.5 Questao “viés”

O maior problema em potencial de um estudo tipo caso-controle é o fato de
que, no momento em que os individuos sdo admitidos no estudo, tanto a exposicao
como a doenca ja teve inicio e por isso o desenho é susceptivel a viés (distorcédo
sistemética que pode ocorrer na selecdo dos pacientes, na obtencéo de informacdes
ou por fatores de confundimento). O viés de selecdo traz falhas na categorizacéo e
podem ocorrer com relacdo ao efeito ou a exposicdo. A UPATP foi o efeito
estudado neste trabalho. Este viés foi minimizado, porque o diagndstico dos
pacientes portadores de UPATP foi realizado por um profissional e confirmado de

forma independente por outro especialista em doencas da retina e Gvea.
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Da mesma maneira, para contornar o viés de selecdo dos controles, cada
paciente foi convidado a trazer dois individuos, preferencialmente do grupo
familiar, para participar em forma voluntéria do estudo.

Para controlar o viés exposi¢cdo, que provocaria erros de classificacdo, foi
realizada a determinacdo soroldgica de IgG anti-T. gondii, sendo incluidos no
estudo todos aqueles que apresentavam reacdo IgG anti-T gondii positiva, o que
representa contato com o parasita. As avaliacfes dos testes imunoldgicos foram
independentes e cegos, todos realizados no mesmo laboratorio.

Viés de mensuracdo: Sempre que possivel o investigador deve desconhecer
quais individuos tém a doenca e quais ndo tém, para evitar inducdo na
interpretacdo dos resultados. Desde que se trata de um padréo ouro definido pela
clinica, a selecdo dos casos foi inicial. Para contornar este viés, os testes de
laboratério de todos os individuos participantes da pesquisa foram cegos..

Viés de confusdo: chama-se assim a uma distor¢ao no resultado numérico da
andlise, causada por uma outra variavel, presente simultaneamente nas variaveis
que medem a associacdo entre exposicao e doenca. Neste estudo sexo e faixa etéaria
poderiam criar distorcdo entre UPAPT e IgAs anti-T. gondii da lagrima. Para

controlar este viés foi realizada analise estratificada.

4.6 Consideracdes éticas

O projeto de pesquisa que deu origem a este estudo foi submetido a avaliacao

e analise pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da



34

Universidade Federal de Pernambuco, em dezembro de 2001, sob o protocolo n°
202/2001-CEP/CCS.(Anexo C) Os participantes da pesquisa assinaram termo de

consentimento livre e esclarecido (Anexo C).
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5 RESULTADOS

Foram estudados 75 pacientes, distribuidos em 25 casos e 50 controles, no
Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), no
periodo de janeiro a dezembro do ano 2002.

Em relacdo ao sexo foi observado que dos 75 pacientes estudados, 26 eram do
sexo masculino, representando 34,7% da casuistica, sendo 49 do sexo feminino
(65,3%). Nos casos 0 sexo masculino esteve presente em 52,0% e o sexo feminino
em 48,0%. Nos controles o sexo masculino foi observado na proporc¢éo de 26,0% e
o feminino 74,0%. Em relacdo ao sexo o risco UPAPT mostrou-se trés vezes maior
nos homens quando comparados com as mulheres, sendo a associacao
estatisticamente significante (p= 0,025).

Os dados descritos podem ser observados na tabela 1 e figura 2.
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TABELA 1 — Distribuicdo percentual e numeérica dos portadores de uveite
posterior ativa presumivelmente toxopldsmica (UPAPT) e controles por sexo,
atendidos no HC da UFPE, em 2002. “Odds- ratio” (OD) e intervalo de confianca

(IC) de 95%.

UPAPT
Sexo Casos Controles oD IC de 95%
n % n %
Masculino 13 52,0 13 26,0 3,08 1,01- 9,59
Feminino 12 48,0 37 74,0 1*

v?>=4,97 p=0,025 Total de pacientes = 75

* Nivel de referéncia do OD.

Bl Casos
B Controles

Masculino Feminino

FIGURA 2- Distribuicao percentual por sexo dos 25 casos e 50 controles
atendidos no HC da UFPE, em 2002.
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Em relacdo a faixa etaria, os dados mostraram um predominio de individuos
jovens, evidenciando que 80,0% dos casos e 44,0% dos controles encontram-se na
faixa de 10 a 30 anos. Na faixa de 31 anos ou mais houve 20,0% de casos e 56,0%
dos controles. A associacdo UPAPT e distribuicdo por idade mostraram que 0sS
individuos entre 21 a 30 anos apresentam risco 1,94 vezes maior que as outras
faixas de idade de apresentar a doenca ocular em estudo, porem este valor ndo foi
estati sticamente significante.

Estes dados podem ser observados na tabela 2.

TABELA 2- Distribuicédo percentual e numérica dos portadores de uveite posterior
ativa presumivelmente toxoplasmica (UPAPT) e controles segundo faixa etaria,
atendidos no HC da UFPE, em 2002. “Odds - ratio” (OD), intervalo de confianca

(IC) de 95% e valor de “p”.

UPAPT
Faixa etaria Casos Controles OD IC de 95% “p”
n % n %
10a 20 6 24.0 10 20.0 1*
21 a 30 14 56.0 12 24.0 1,94 0,46- 8,47 0,302

31 ou mais 5 20,0 28 56,0 0,30 0,06-1,44 0,078

Total de pacientes = 75 x*=9,96 gl=2 * Nivel de referénciado OD.

Em relacdo a cor da pele foi verificado que 72,0% dos portadores de UPAPT
foram de cor branca e 28,0% n&o brancos.Nos controles verificou-se que 62,0%
eram de cor branca e 38,0 cor ndo branca.A associacdo cor de pele e UPAPT néo

mostrou valores estatisticamente significantes.
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TABELA 3 - Distribuicdo percentual e numeérica dos portadores de uveite
posterior ativa presumivelmente toxoplasmica (UPAPT) e controles de acordo com
a cor da pele, atendidos no HC da UFPE, em 2002. “Odds-ratio” (OD) e intervalo

de confianca (IC) de 95%.

Uveite posterior ativa
presumivelmente toxoplasmica
Cor da pele Casos Controles oD IC de 95%

n % n %
Branca 18 72,0 31 62,0 1.58 0,5-5,11
Ndo branca 07 28.0 19 38.0 1*

72=0.36 p=0.548 Total de pacientes = 75

*Nivel de referéncia do OD.

Quando analisada a procedéncia foi observado que a area metropolitana
registrou domicilio para 80,0% dos portadores de UPAPT e 82,0% dos controles,
enquanto que no interior do Estado de Pernambuco apareceram registrados 20,0%
dos casos e 18,0% dos controles.Ndo houve associagcdo significante entre
procedéncia e presenca de UPAPT.

Os dados descritos podem ser observados na tabela 4.
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TABELA 4 — Distribuicdo percentual e numeérica dos portadores de uveite
posterior ativa presumivelmente toxopladsmica (UPAPT) e controles, atendidos no
HC da UFPE, em 2002, segundo a procedéncia. “Odds - ratio” (OD) e intervalo de

confianca (1C) de 95%.

UPAPT
Procedéncia Casos Controles oD IC de 95%
n % n %
AreaMetropolitana 20 80,0 41 82,0 0,88 0,23-3,51
Interior 05 20,0 09 18,0 1*

v>=0.04 p=0,83 Total de pacientes =75 *Nivel de referéncia do OD.

- Foi analisado o “odds-ratio” bruto entre os portadores de UPAPT e os controles
clinicamente sadios em relacdo a IgAs na lagrima, observando-se um “odds-ratio”
= 18,61 (IC: 4,59 - 82,8 de 95.0%) sendo p=0.0001. Estes dados podem ser

observados na tabela 5.

TABELA 5 — “Odds — ratio” (OD) bruto, intervalo de confianca (IC) de 95% para
associacao uveite posterior ativa presumivelmente toxoplasmica (UPAPT) e IgAs

anti - T. gondii da lagrima, dos pacientes atendidos no HC da UFPE, em 2002.

[gAs naléagrima UPAPT
anti —T. gondii Casos Controles OD ICde95%
n % n %
Positivo 21 84,0 11 220 1861 4,59-82,8
Negativo 04 16,0 39 78,0 1*

x*=26,19 p=0,0001 Total de pacientes = 75 * Nivel de referéncia do OD.
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Estratificando-se por sexo o “odds-ratio” ajustado foi de 16,73 (IC = 4,66 —
60,09 de 95%). Para estratificacdo por faixa etaria foram agrupados os individuos
de 10 a 30 anos de idade e 31 anos ou mais. Foi visto na analise estratificada que o
“odds-ratio” ajustado por idade foi de 20,60 (IC = 5,02 — 84,56), sendo, portanto
semelhante ao “odds-ratio” bruto.

- Foi avaliada sensibilidade e especificidade do teste de mensuracdo da IgAs anti
- T. gondii na lagrima, constatando sensibilidade de 84.0% e especificidade de

78.0%, segundo pode ser observado na tabela 6.

TABELA 6- Avaliacdo de sensibilidade e especificidade do teste de IgAs anti - T.
gondii na lagrima, nos pacientes portadores de uveite posterior ativa

presumivelmente toxoplasmica e controles, atendidos no HC da UFPE, em 2002.

o Uveite posterior ativa presumivelmente
IgAs na lagrima

. . toxoplasmica Total
anti - T. gondii
Presente Ausente
Positivo 21 11 32
Negativo 04 39 43
Total 25 50 75

Sensibilidade= 84.0 %

Especificidade = 78.0%.

- Foi avaliada a média aritmética das absorbancias de I1gG no soro dos
participantes no estudo. Os dados mostraram que a média aritmética foi maior nos
casos que nos controles, porém esta diferenca ndo foi estatisticamente significante.

(p = 0.082).
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- Em relacdo a média aritmética das absorbancias de IgA no soro, foi
verificada reacdo mais intensa nos casos quando comparados com 0s controles,
sendo estes estatisticamente significantes (p=0.040), situacdo anadloga a encontrada
na IgAs anti-T. gondii dalagrima (p=0.007).

Os dados descritos podem ser observados na tabela 7 e figura 3.

TABELA 7 — Média das absorbancias de 1gG, IgA no soro e IgA secretora anti-T.
gondii da l4grima nos portadores de uveite posterior ativa presumivelmente por

toxoplasma e controles, atendidos no HC da UFPE, em 2002. Desvio padrdo e

valor de “p”.
Imunoglobulina Casos Desvio Controles Desvio *“p”
padrao padrao
IgG especifica 1,308 0,373 1,119 0,435 0,082
IgA sérica especifica 0,663 0,175 0,574 0,217 0,040

IgA secretora especifica 0,370 0,390 0,188 0,244 0,007
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1,308

B | gG especifica

M IgA sérica
especifica

O 1gA secretora
especifica

CASOS CONTROLES
FIGURA 3 - Média das absorbancias de I1gG, IgA no soro e IgAs anti-T. gondii

da lagrima nos casos de uveite posterior ativa, presumivelmente por T. gondii, e
controles, atendidos no HC da UFPE, ano 2002.

- Em relacdo a IgM os 75 individuos participantes do estudo, ndo foram
reagentes, tanto no teste de ELISA quanto na imunofluorescéncia.

- Os resultados estatisticos das respostas imunolégicas dos casos e dos
controles em relacdo aos niveis de IgA no soro e IgAs anti -T. gondii nalagrima,
classificando as respostas em positivas e negativas segundo a presenca ou auséncia
de reacdo no inmunoensaio (ELISA), mostraram que 21 dos casos (84.0%)
apresentaram IgAs anti-T. gondii na lagrima positiva, sendo negativa esta
imunoglobulina em quatro casos (16.0%). Todos os casos foram IgA sérica anti T.
gondii reagentes.

Em relac&o aos controles pode-se verificar que 22.0% apresentaram IgAs anti

-T. gondii na lagrima e destes, 6 casos (12.0%) mostraram também IgA anti -T.
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gondii no soro, no entanto 5 (10%) deles ndo reagiram. Ainda foi constatado que
dos 39 (78.0%) controles que ndo apresentaram IgAs anti T-. gondii na lagrima,
20 (40.0%) também foram IgA anti- T. gondii negativas e 19 (38.0%) apresentaram
esta imunoglubulina.

Estes dados podem ser observados nas tabela 8 e 9.

TABELA 8- Freguéncia percentual e numérica de reatividade (positiva/negativa)
de IgA e IgAs anti-T. gondii no soro e lagrima dos individuos portadores de

uveite posterior ativa presumivelmente toxoplasmica, atendidos no HC da UFPE,

em 2002.
Casos
IgAsnalégrima
IgA nosoro Positiva Negativa Total
n % n % n
Positiva 21 84,0 04 16,0 25
Negativa 00 00 00 0,0 00
Total 21 84,0 04 16,0 25

| ]igAsnalagrima
[ ] lgAnosoro
[ ] Interseccio deambas



TABELA 9- Freguéncia percentual e numérica de reatividade (positiva/negativa)
de IgA e IgAs anti-T. gondii no soro e lagrima nos individuos controles (sem
doenca ocular), atendidos no HC da UFPE, em 2002.

Controles

IgAsnalagrima

IgA no soro Positiva Negativa Total
n % n % n
Positiva 06 24,0 19 76,0 25
Negativa 05 20,0 20 80,0 25
Total 11 22,0 39 78,0 50

[ JigAsnalégrima
[ JigAnosoro
[ ]interseccio de ambas

- Foi analisado o indice de concordancia “kappa” entre a IgA no soro e &
IgAs anti-T. gondii na lagrima, a partir da presenca (positiva) ou auséncia
(negativa) da reacdo imunolégica nos 75 individuos. Estes dados podem ser vistos
na tabela 10. O “kappa” obtido foi n&o significante = 0.238. (0.21 - 0.40

> sofrivel).
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TABELA 10 — Distribuicédo percentual e numérica dos casos e controles positivos
e negativos de IgA no soro e IgAs anti-T. gondii na lagrima, atendidos no HC da

UFPE, ano 2002, para célculo de “kappa”.

IgAsnalagrima

IgA nosoro Positiva Negativa Total
n % n % n
Positiva 27 36,0 23 30,6 50
Negativa S 6,60 20 26,6 25
Total 32 42,6 43 57,23 75

“Kappa” =0.238 (0.21 — 0.40 > sofrivel)
IgAsnaléagrima

[ TigAnosoro
[ ]interseccio de ambas
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6 DISCUSSAO

A toxoplasmose ocular representa entre 30 a 50 % de todas as uveites
posteriores (Belfort et al., 1978; Jain et al., 1998; Gehlen. et al., 1999), e apesar
das descobertas de novas etiologias para as uveites, a proporcdo de toxoplasmose
ocular continua importante. Quando os sinais tipicos estdo presentes o diagndstico
é facil e de predominio clinico. A presenca de uma lesdo branco-amarelada com
uma cicatriz adjacente pigmentada e perivasculitis orienta fortemente o
diagnoéstico de toxoplasmose ocular. Porém, existem outros aspectos clinicos
possiveis e o diagnostico diferencial inclui varias helmintiases, viroses,
bacterioses (sifilis, tuberculose) e micoses. Nestes casos a identificagdo do agente
infeccioso se impde para tratar o paciente corretamente. Os exames soroldgicos
proporcionam valiosa informac&o, mais na grande maioria dos casos o diagndstico
etiolégico da doenca ndo pode ser efetivado, por impossibilidades clinicas,
cirargicas ou laboratoriais. Predominam assim os aspectos fundoscépicos, que sdo
0s que mais correlacdes histopatoldgicas possuem com a doenca. Foi criado entdo,
o termo “toxoplasmose presumivel”, o que vém a mostrar a incerteza.

Os exames soroldgicos apresentam boa sensibilidade, porém baixa
especificidade, j& que inquéritos epidemioldgicos mostram alta freqiéncia de

sorologia positiva na populacdo geral, alcancando niveis de 20 a 90% (Frenkel,



47

1985; Bahia et al., 1992), razdo pela qual aconselha-se utilizar combinacdes de
exames para obter maior grau de seguranca. Foi assim que Desmonts introduziu em
1960 um método para analisar a relacdo de anticorpos anti-T. gondii, produzidos
nos liquidos intraoculares e os anticorpos produzidos no soro, porém os falsos
positivos e falsos negativos com frequéncia constituem um problema diagnéstico.
(Desmonts, 1966). Atualmente trabalhos orientam (Bornard & Gouttrau, 1997,
Jones et al., 2000), que a amplificacdo gendmica de agentes infecciosos no humor
aquoso ou corpo vitreo, através do PCR proporciona uma alta especificidade,
complementando o método proposto por Desmonts.

Os métodos descritos séo invasivos, na medida que precisam de punc¢do ocular
para obtencéo de fluidos ou tecidos oculares.

Dos 25 pacientes com UPAPT nao houve diferenca percentual destacavel em
relacdo ao sexo, sendo 52% pacientes do sexo masculino e 48% do sexo feminino,
jd a associacdo sexo e UPAPT mostrou ser 3 vezes maior no sexo masculino
quando comparado com o sexo feminino, porem € importante destacar a influencia
do tamanho da amostra, nesta associacdo. Estes resultados diferem de autores
como Sebben et al. (1995), que estudaram 153 pacientes portadores de
toxoplasmose ocular num periodo de 10 anos, em Guaraporé€, encontrando 54% de
mulheres e 46% homens. Assis Junior et al. (1997), estudaram 52 casos com |lesdes
ativas supostamente toxopladsmicas em Belo Horizonte num periodo de 19 meses
encontrando predominio do sexo feminino com 61.5%.

Diante os resultados comentados, parece ser que a toxoplasmose ocular nao
mostra clara preferéncia por comprometer a um sexo determinado, desde que a

discreta predominancia de alguns estudos pelo sexo feminino poderia estar
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influenciada pela populacédo geral, composta por 50,8% de mulheres, em tanto que
os homens participam com 49,2%, segundo dados do censo 2000, realizado pelo
IBGE.

Considerando o predominio feminino (74%) nos controles, este poderia ser
explicado porque a mulher atende mais facilmente a chamado para atendimento
médico, j& seja pela facilidade de acesso proporcionada nesta circunstancia, ou por
temor de vir a contrair a doenca do familiar comprometido. Outro aspecto a ser
considerado é que os homens apresentam maiores dificuldades para ausentar-se do
local de trabalho.

Em relacdo a idade, os trabalhos destacam que a toxoplasmose € uma doenca
de jovens. Neste estudo foi possivel comprovar este fato, desde que 80.0% dos
casos apresentaram idade entre dez a 30 anos, sendo que nos controles 44,4 %
estiveram distribuidos na mesma faixa etéria. Dos trabalhos citados, Sebben &
Melamed (1995), encontraram lesdes ativas na faixa de 20 e 29 anos em 43% dos
individuos, ja Assis Junior et al. (1997), destaca que 77% dos pacientes tinham
idade igual ou inferior a 30 anos. Hogan et al. (1964), encontraram 70% dos casos
entre dez e 39 anos de idade. Melamed (1991), relatou 74% dos casos entre dez e
39 anos. Schellini et al. (1993), mostraram que a faixa etaria mais acometida foi a
de 20 a 30 anos, sendo que 78% apresentavam idade entre dez e 40 anos.

Este aspecto é destacavel, desde que, se trata de uma doenca de evolucao
prolongada e que apresenta grave diminui¢cdo da acuidade visual durante o periodo
agudo. Podem acontecer sequelas visuais definitivas quando as lesGes estao

localizadas no po6lo posterior. Os fatos descritos refletem no mercado de trabalho,
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contribuindo com prolongadas auséncias a0 mesmo com prejuizo do orgcamento
familiar, desde que com frequéncia sao chefes (as) da familia.

Quanto a cor, foi encontrado 72% dos portadores de uveite posterior de cor
branca, e 28,0% n&o branca. Em relagcdo aos controles a diferenca percentual fui
semelhante porém estatisticamente ndo significante (p=0,548). No estudo realizado
por Assis Junior (1997), em Belo Horizonte, encontrou-se 25% de leucodérmicos,
seguido de faiodérmicos com 38% e melanodérmicos 8,2%.

Existe certa dificuldade em definir adequadamente as caracteristicas raciais,
devido a alta miscigenacdo da populacao nordestina. Segundo dados do censo 2000
realizado pelo IBGE, no Estado de Pernambuco a populacdo é composta
preferencialmente por individuos de cor ndo branca, contribuindo com 59,16%
(4.630.181 habitantes). Este grupo estd formado por 90.5% de pardos, 8,44 % de
cor preta, 0.74% de indigenas e 0,20% de cor amarela. Os individuos de cor
branca totalizam 3.238.329 com 40,8% da populacdo do estado.Sendo assim, o
dado obtido no presente trabalho, que aponta 72.0% dos portadores de UPAPT de
cor branca, passa a ser relevante.

Em relagéo a procedéncia 80.0% tinham domicilio na area metropolitana, com
20% em outros municipios do Estado de Pernambuco. Situacdo semelhante ao
descrito no estudo de Assis Junior (1997), em que 67.3% tinham procedéncia da
regido metropolitana de Belo Horizonte.

Uma provéavel explicacdo para este fato é a dificuldade de acesso aos centros
de atencado terciéria, ja seja por falta de orientacdo adequada, ou por falta de

recursos econdémicos. Isto sugere a necessidade de discutir e criar 0S mecanismos
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que viabilizem o rapido encaminhamento dos pacientes para centros de atencao
especializada, o que, sem duvida contribuird no prognéstico visual final.

Em relacdo a andlise das médias das absorbancias de 1gG destaca-se que no
presente estudo a intensidade de reacdo dos casos foi maior que nos controles,
porém, ndo foi significativa (p= 0.082). Estes resultados concordam com o0s
apresentados pela literatura. Oréfice et al. (2000), ressaltam que ndo h& uma
correlacdo entre os niveis de anticorpos e a sintomatologia do paciente, sendo
comum a ocorréncia de titulos baixos de 1gG, e a pesquisa de IgM muitas vezes
negativa, situacdo que neste estudo apresentou-se em 100% dos casos, sendo por
esta razdo que as andlises desta ultima imunoglobulina foram todas confirmados
por imunofluorescéncia.

Cabe destacar a alta prevaléncia de titulos 1gG positivos na populagéo geral.
Garcia (1999), encontrou 66% de prevaléncia de anticorpos antitoxoplasma em 345
moradores do Municipio de Jaguapitd, no Parand. Foi estudada a prevaléncia de
toxoplasmose ocular em Campos dos Goytacazes (Oréfice, 2000), encontrando
percentuais elevados de prevaléncia na populacdo de baixo poder aquisitivo,
alcancando niveis de 90%.

Os resultados do presente estudo mostram-se de acordo com os dados da
literatura em relacdo a I1gG e IgM, desde que a casuistica apresentada esta
representada por provaveis reativacdes de lesGes antigas.

Ao comparar as médias da absorbancia da IgA sérica especifica dos casos e
dos controles pode-se observar que existe uma diferenca estatisticamente

significativa, (p= 0.040) sendo nos casos maior que nos controles.
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E destacavel que 100% dos casos apresentaram titulos de IgA sérica positiva,
0 que vai de encontro com diversos trabalhos que relatam a auséncia deste
anticorpo na toxoplasmose crénica (Le Fichoux et al., 1987, Pujol et al., 1989;
Stepick- Biek et al., 1990). Katina et al. (1992), compararam amostras de soro e
humor aquoso de 24 pacientes portadores de uveite posterior de provavel etiologia
toxoplasmica e 12 pacientes com catarata com o objetivo de verificar a resposta
imune sérica e intraocular relativa aos anticorpos IgA especificos, por meio de
reacdo imunoenzimética (ELISA). Encontraram no soro de pacientes portadores de
uveite posterior de provavel etiologia toxoplasmica 3.2 % de amostras positivas
para IgA (um paciente), e duas amostras no grupo controle. Em relagdo as amostras
de humor aquoso observaram 60% de positividade nos portadores da doenca
ocular, enquanto, no grupo controle, nenhuma amostra foi considerada positiva.

Gomes — Marin et al. (1999), estudaram 28 pacientes divididos em 3 grupos,
sendo um grupo de 10 pacientes com um primeiro episédio de toxoplasmose ocular
adquirida, segundo grupo composto por sete pacientes com recorréncia e um
terceiro grupo com sete pacientes portadores de lesGes oculares crbnicas, sem
uveite. Concluiu que 10% dos pacientes com um primeiro episoédio de
toxoplasmose ocular apresentaram resposta soroldgica de infeccdo adquirida
recente (presenca de IgM, IgA e IgE) e durante as recorréncias apresentaram
anticorpos IgM/IgA ou IgM/IgE, estando presente a IgA sérica em um dos
pacientes com quadro cronico da doenca.

Esses resultados da IgA especifica no soro sdo discordantes da literatura e

merecem ser discutidos. Levanta-se a questdo relacionada com qualidade e
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padronizacdo do antigeno utilizado, ponto que diz respeito a cepa prevalente nas
diferentes regides estudadas e suas particularidades antigénicas.

No que diz respeito as qualidades antigénicas, existe a possibilidade que
ocorram reacfes cruzadas com outros parasitas, uma vez que o antigeno do T.
gondii € bruto.

Analisando sob outro angulo é coerente pensar que a técnica e o antigeno
utilizado foram o suficientemente sensiveis como para detectar IgA no soro, desde
que se parte do pressuposto que todos 0s casos apresentaram uveite posterior ativa
presumivelmente por T gondii,. Esta linha de raciocinio é respaldada pelo fato de
gue nos controles houve 50% de positividade para esta imunoglobulina.

A presenca da IgA secretora especifica na lagrima foi verificada em 84,0%
dos casos e 22,0 % dos controles.

A andlise da IgAs anti-T.gongii na lagrima mostrou uma maior freqténcia de
reatividade elevada nos casos quando comparados com os controles (p= 0.007),
sendo esta diferenca estatisticamente significante. A associacdo entre UPAPT e
presenca de IgAs na lagrima mostrou-se intensa, evidenciando que os portadores
da doenca ocular em questdo apresentam 18 vezes mais probabilidades de ter
reacdes positivas de IgAs nalagrima (“odds-ratio”= 18,61; p = 0,0001).

Quando analisada a relacdo das respostas entre a IgA secretora especifica na
lagrima e IgA sérica foi notado que todos os casos tiveram IgA sérica positiva,
significativamente maior que os controles, porém 16% n&o apresentaram IgA
secretora na lagrima.

Garweg et al. (2000), analisaram amostras de humor aquoso e soro em 49

pacientes com toxoplasmose ocular com menos de trés semanas de evolucdao,
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avaliando diversos parametros. Os autores consideraram que a deteccdo de IgA
especifica no humor aquoso em 11 de 43 pacientes (26%), contribuiu
substancialmente para incrementar a sensibilidade dos testes do laboratério na
toxoplasmose ocular.

Ao considerar os estudos de Garweg (1998, 2000,), assim como os de Ronday
et al. (1999), entre outros autores, os quais apontam a IgA especifica no humor
aquoso como um teste adicional util no diagnostico de toxoplasmose ocular, parece
ser que a IgAs especifica na lagrima mostra-se promissora neste sentido, desde que
atinge niveis de presenca mais freqlientes e elevados nos casos quando comparados
com os controles, mostrando sensibilidade de 84,0% e especificidade de 78,0%.

Em relacdo aos controles foi verificado um grupo de 12% (seis de 50) que
apresentaram IgAs na lagrima e IgA sérica positiva. Esta situagdo levanta a
possibilidade de infeccdo subclinica assintomatica, situacdo ndo descrita na
literatura consultada.

Ainda no grupo controle, 10% (cinco de 50) apresentou IgAs na lagrima
positiva e IgA sérica negativa. Também foi visto que dos 39 (78%) controles
cujos resultados de IgAs na lagrima foram negativos, 20 (40%) tiveram IgA sérica
negativa, porém, em 19 individuos (38%) esta imunoglobulina foi positiva. A
presenca de IgAs na lagrima dos controles clinicamente sadios poderia ser
explicada a partir do conhecimento que a conjuntiva parece desenvolver células
especificas com memoria, por meio de informacgdes adquiridas da mucosa intestinal
por ocasiao do contato intestinal com o parasita (Pu et al., 1983).

O teste de concordancia Kappa aplicado para os resultados dos 75 individuos

da amostra mostrou-se nédo significativo = 0.238 (0.21 - 0.40 = sofrivel),



indicando que nado existe uma relacdo definida entre os resultados obtidos de IgA
no soro e de IgAs anti-T. gondii na lagrima.

Em relacdo aos resultados expostos cabe destacar que neste estudo foi
utilizado antigeno bruto de Toxoplasma gondii, 0 que poderia provocar reacdes
cruzadas com outros parasitas, cujas fracBes protéicas interferissem nos
resultados. A este respeito pode-se ressaltar os resultados obtidos por Klaren et al.
(1998), que estudou 13 pacientes com toxoplasmose ocular ativa analisando
amostras de soro e de humor aquoso concluindo que a maioria das amostras
oculares continham anticorpos que reagiam mais intensamente com a proteina de
28 kDa, a qual é expressada pelo taquizoito e bradizoito..

Meek et al. (2000), encontraram nas lagrimas de individuos sadios que a IgAs
reconhecia os antigenos das bandas 49 e 46 kDa, Mack & MclLeod (1992),
reportaram que a infeccdo aguda coincidia com anticorpos IgA secretores
especificos no colostro contra SAG1/P30, a principal membrana protéica do
taquizoito, em contraste com o colostro das mées infectadas cronicamente que
reconhecam as bandas de 49 e 46 kDa.

Os dados apresentados levantam a possibilidade de purificacdo do antigeno
utilizado na tentativa de eliminar o fator natural polireativo presente na resposta
imunol 6gica das secrecdes das mucosas.

Diante do exposto e visto que o diagnéstico da toxoplasmose ocular torna-se
dificil frente as variadas formas de apresentacdo da doenca, considera-se que a
participacdo da lagrima, elemento que constitui a primeira barreira defensiva do

globo ocular, poderé vir a ter um importante papel no auxilio da prética clinica.
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O estudo da imunoglobulina A secretora anti-T. gondii na lagrima vem a
constituir uma nova linha de pesquisa, no sentido de proporcionar elementos que
permitam ao clinico definir uma conduta frente ao paciente. Por tratar-se de um
exame rapido, de facil realizacdo e custo acessivel, é possivel que possa vir a ser
desenvolvido em alta escala. Em se tratando do primeiro estudo deste tipo, no qual
foram avaliados portadores de UPAPT, ndo se pode considerar que esta
imunoglobulina em forma isolada venha a preencher um espaco largamente
procurado, no entanto foi demonstrado que a mesma esta presente e com
reatividade maior que nos pacientes clinicamente sadios constituindo, por tanto,
uma expectativa promissora. Futuros estudos em relacéo a purificacdo do antigeno,

padronizacdo e uniformizacdo da técnica, virdo a esclarecer esta interrogativa.
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7 CONCLUSOES

- Os resultados mostraram que h& intensa associacdo entre uveite posterior
ativa presumivelmente por Toxoplasma gondii e IgA secretora especifica na
lagrima, sugerindo que a IgA secretora anti- Toxoplasma gondii da lagrima

apresenta-se como um indicativo promissor para auxilio no diagnéstico de

toxoplasmose ocular ativa.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo A: Resultados da analise das caracteristicas clinicas dos

portadores de uveite posterior ativa presumivelmente toxoplasmica.

1 — Periodo transcorrido entre a aparicdo dos sintomas e a primeira
consulta oftalmolégica: A avaliacdo deste periodo de tempo foi considerado em
semanas, ja que o menor periodo foi de sete dias.

- 1 semana.

- 1 a 2 semanas.

- 3 a 4 semanas.

- 4 semanas ou mais.

2 - Episédio prévio de uveite posterior: corresponde a histdria de ter havido
ou ndo um quadro de uveite posterior em épocas pregressas.A histéria passada de
uveite e o niumero de episédios foram assim categorizados:

- néo;

- sim: 1 episddio; 2 episbdios; 3 episddios.
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3 - Acuidade visual para longe: corresponde a medida da acuidade visual,

estatica, subjetiva com a melhor correcdo Optica utilizando-se os optotipos de

Snellen, a seis metros de distancia.(Herzog & Yamame, 1990). Quanto a acuidade

visual os grupos foram assim categorizados:
- menor que 20/200.
- entre 20/200 e 20/40.

- entre 20/30 a 20/20.

Os resultados obtidos podem ser visualizados na tabela 1.

TABELA 1.-. Tempo de apari¢do dos sintomas, episodio de uveite previa e medida

da acuidade visual nos portadores de uveite posterior ativa presumivelmente por T.

gonddi (UPAPT), atendidos no HC da UFPE, em 2002. Distribuicdo numérica e

percentual.

CARACTERISTICASCLINICASDOS n
PORTADORESDE UPAPT.

%

Tempo de aparicdo dos sintomas (em semanas)

Até 1 semana 08 32,0
Entre 1 e 2 semanas 10 40,0
Entre 3 e 4 semanas 02 8,0
Mais de 4 semanas 05 20,0
Episodio de uveite prévia

Sim 09 36,0
Nao 16 64,0
Acuidade visual

Menor de 20/200 11 44,0
Entre 20/200 e 20/40 12 48,0
20/30 a 20/20 02 8,0
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4 - Pressao intraocular: Foi utilizado Tonémetro de aplanacdo de Goldman,
acoplado na lampada de fenda e os pacientes estudados foram distribuidos nas
seguintes categorias:

- 10 a1l7 mm de Hg = normal;
- 18 a 20 mm de Hg = suspeito de hipertenséo ocular;

- maior que 20 mm de Hg.= hipertensdo ocular.

5 — Sinais Conjuntivais: O estudo das caracteristicas semioldgicas da
conjuntiva (assim como da cérnea, camara anterior, iris, cristalino e vitreo
anterior) foi feito utilizando-se uma lampada de fenda, marca Zeiss, segundo
preconizado por Busacca e difundido no Brasil por Oréfice em diversas
publicacdes entre 1990 e 2002 (Oréfice & Borato, 1990, 1997).

Categorias (Assis J, 1997):

- 0 = auséncia de hiperemia.

- + = hiperemia ligeira a moderada; ++ = intensa.

+++ = intensa hiperemia, com congestdo conjuntival difusa.

- ++++ = intensa hiperemia, com congestédo conjuntival difusa e quemose.

6 - Sinais da coOrnea: A categorizacdo dos achados clinicos da cérnea
obedeceu também a Assis J, 1997.

- Precipitados ceraticos, brancos e finos.

- Precipitados ceraticos em gordura de carneiro.

- outros: edema, fibrina.

Os resultados destas observacdes aparecem na tabela 2.
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TABELA 2 — Medida da pressao intra-ocular; sinais conjuntivais e sinais da
cérnea nos portadores de uveite posterior ativa presumivelmente por T. gondii
(UPAPT), atendidos no HC da UFPE, em 2002. Distribuicdo numérica e

percentual.

CARACTERISTICAS CLINICAS n %
DOS PORTADORES DE UPAPT
PRESSAO INTRAOCULAR (EM

MM HG).

10 a 17 21 84,0
18 a 20 00 0,0
Maior de 20 04 16,0
SINAIS CONJUNTIVAIS.

Auséncia de hiperemia 16 64,0
Ligeira a moderada 07 28,0
Intensa 02 8,0

Sinais da cérnea
Precipitados finos 09 36,0
Precipitados em gordura de carneiro 04 16,0

7 - Sinais da camara anterior - humor aquoso: diz respeito a presenca ou
ndo de elementos celulares e proteinas (flare) individualizados no humor aquoso,
movimentando-se segundo as correntes de conveccao do humor aquoso.

Para quantificacdo foi utilizada intensidade maxima da iluminacdo da
lampada, e fenda de 1 x 1 mm, direcionando o raio de luz em angulo obliquo ao
plano iriano (Meira, 2000).

Categorias:



-7.1 - Células no humor aquoso:

O = ausente.

+ =5 a 10 por campo.

++ = 10 a 20 por campo.

+++ = 20 a 50 por campo.

++++ = mais de 50 por campo.

-7.2- “Flare” (proteinas) no humor aquoso:
0 = auséncia.

+ = muito discreto.

++ = detalhes da iris e cristalino nitidos.

++++ = aquoso fixo e coagulado, com fibrina.

8 - Sinais iridianos: correspondem as caracteristicas semiolégicas da iris.

Categorias (Assis J, 1997):
- nddulos.
- sinéquias posteriores.

- outros: atrofia; neovascularizacdo; heterocromia.

9 - Sinais do cristalino: foram definidas as seguintes categorias:
- transparente.

- precipitados na capsula anterior.

- catarata.

Os resultados destas observacdes podem ser vistos na tabela 3.

61
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TABELA 3- Quantificacdo de células e proteinas no humor aquoso; sinais
iridianos e sinais do cristalino nos portadores de uveite posterior ativa
presumivelmente por T. gondii, atendidos no HC da UFPE, em 2002. Distribuicéo

numérica e percentual.

CARACTERISTICAS CLINICAS n %
DOS PORTADORES DE UPAPT

Humor aquoso : células

Negativo 03 12,0
5 a 10 por campo 06 24,0
10 a 20 por campo 14 48,0
20 a 50 por campo 02 8,0
Humor aquoso: proteinas (flare)

Auséncia 03 12,0
Muito discreto 06 54,0
Detalhes da iris e cristalino nitidos 15 60,0
Detalhes da iris e cristalino 01 4,0
imprecisos

Sinaisiridianos.

Sinequias posteriores 02 8,0

Sinais no cristalino

Transparente 23 92,0
Precipitados na capsula anterior 02 8,0

10 - Presenca de células vitreas: foi medido estimando a densidade de
células presentes no mesmo. Quando possivel foi comparado com as células da
camara anterior, usando lampada de fenda com abertura de fenda de 1 x1mm e
iluminacdo maxima.(Meira, 2000).

Categorizacao segundo escala descrita por Nussemblat (1985).

- 0 al célula (sem opacidades).
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tracos = 2 a 20 células (poucas opacidades).

+ = 21 a 50 células (opacidades esparsas).

- ++ = 51 a 100 células (opacidades moderadas).

+++ = 101 a 205 células (muitas opacidades).

- ++++ = mais de 250 células (opacidades densas).

11 - Presenga de Vasculites: Entendendo como vasculite o comprometimento
inflamatério dos vasos considerando como sinais da mesma embainhamento
vascular, estreitamento e oclusdo vascular. (Portella, 2002) A avaliagdo foi
realizada por meio de oftalmoscopia binocular indireta, considerando o
compromisso dos vasos peri-lesionais.Ao achados foram categorizados em:

- negativa ou ausente;

- presente

12 - Localizacdo topografica da lesdo: Trata-se da posicdo topogréfica da
lesédo na retina.Foi considerado para tal efeito o sistema de divisdo do fundo de

olho em zonas, proposto por Holland et al. (1989).

- Zona um: lesdes na area compreendida pelas arcadas vasculares temporais,
numa extensdo de cerca de 3000 um da févea, ou 1500 um das margens do disco
optico.

- Zona dois: lesdes localizadas anteriormente a zona um, até o equador da

retina, definido pelas bordas anteriores das ampolas das veias vorticosas.
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- Zona trés: lesbes localizadas anteriormente a partir da zona dois até a ora

serrata.

13 - Tamanho das lesdes: Corresponde a avaliacdo do tamanho da (s) lesédo
(s) inflamatoria (s) quando comparadas ao tamanho do disco 6ptico.Para este fim
foram medidos em mm o diédmetro dos discos, e o diametro das lesoes.

Categorizagao:

- menor de 1 diametro discal.

- 1 diametro discal.

- maior de 1 diametro discal.

A distribuicdo numérica e percentual destas observacdes aparece na tabela 4.
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TABELA 4- Presenca de células vitreas e de vasculites; localizacado topogréafica da
lesdo ativa, e tamanho das lesbes nos portadores de uveite posterior ativa
presumivelmente por T. gondii (UPAPT), atendidos no HC da UFPE, em 2002.

Distribuicdo numérica e percentual.

CARACTERISTICAS CLINICAS n %
DOS PORTADORES DE UPAPT.

Presenca de células vitreas

2az20 03 12,0
21 a50 06 24,0
51 a 100 13 52,0
101 a 250 03 12,0
Presenca de vasculites

Negativa ou ausente 15 60,0
Presente 10 40,0

Localizacdo topografica da lesédo

ativa

Zona | 09 36,0
Zona ll 16 64,0
Tamanho das lesbes

Menor de 1 diametro discal 02 8.0
1 diametro discal 03 12.0
Maior de 1 diadmetro discal 20 80.0

14 - Nervo optico: Foi analisado o grau de comprometimento do disco 6ptico,
por meio da oftalmoscopia binocular indireta, considerando os seguintes aspectos
clinicos: cor, bordas, escavacdo e emergéncia dos vasos. Foi caracterizado como
papilites quando houve a presenca de edema do disco e células no vitreo. Atrofia

no caso de embranquecimento da papila com nitidez das bordas (Dantas, 1999).
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Categorizacao:
- normal.
- papilite.

- atrofia.

15 - Olho comprometido: Corresponde ao olho que apresentou o quadro
inflamatério ativo.
-olho direito (OD)

-olho esquerdo (OE).

16 - Correlacédo com a genitora: foi solicitada, a participacdo da genitora do
individuo portador da inflamacg&o ocular.As maes foram categorizadas de acordo a
presenca ou nao de lesdes oculares em:

- sem lesdes oculares;

- com lesdes oculares.

Estes dados aparecem na tabela 5, bem como a distribuicdo numérica e

percentual.
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TABELA 5- Caracteristicas do nervo optico; olho comprometido e correlacdo
sorolégica com a genitora nos portadores de uveite posterior ativa
presumivelmente por T. gondii (UPAPT), atendidos no HC da UFPE, em 2002.

Distribuicdo numérica e percentual.

CARACTERISTICASCLINICASDOS n %
PORTADORESDE UPAPT

Nervo optico

Normal 15 60,0
Papilite 10 40,0
Olho comprometido

Olho direito 14 56,0
Olho esquerdo 11 44,0

Correlacédo sorolégica com a genitora

IgG reativo, sem lesé&o ocular 14 56.0
N&o foi examinada. 11 44.0




8.2 Anexo B: Protocolo de atendimento clinico

Ficha N°

Registro: -Data:

Nome:
Sexo: [ Masc [ Fem Idade (anos): [112-20 (121-30 [131-40 [41-50 [150-60 [161-70 171ou®

Cor: [ Brancall ndo branca
Estado civil: (1 casado(a) [ solteiro (a) [1vitvo (a).
Procedéncia: [ 1:Area metropolitanal | Interior

Profiss3o:

Domicilio:

Telefone Fax E-mail
Queixa principal
Historia atual

Antecedentes Pessoais:

Teve episodios de uveite posterior?: [1 Sim [ N&o
Quantos?. (11 (12 (13 14 [150umais

Antecedentes familiares

Quanto tempo demorou em consultar médico, desde que comegaram 0s sintomas? (semanas).
<1 [J1a2 [13a4 [14a6 [>6
AV sc: OD= cc: OD= Perto: OD
sc OE= cc: OE= OE=
Baixada AV/ olho comprometido cc:

[1 mov mao [] contadedos [ ] entre 20/200 e 20/40

"1 entre 20/30 e 20/20

Refragéo: [ sob cicloplgia 1 dindmica
OD..oieceeeeee e OD:.oiiieeeeeee

O ..ottt OE:..o e,

Biomicroscopia:
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Conjuntiva: [1 normal [ hiperemialeve [ hiperemiaintensa
] congestéo difusa | quemose
Cornea: [Iclara ] edema [ fibrina [J pp endoteliais finos

1 pp tipo “mutton-fat” [ Outros (descrever)

Humor Aquoso: [transparente [ Tyndall celular: n°decdl..... (1 Tyndall “flare”’: n° de opacidades
.......... CJirisecristalino nitido [ iris e cristalino impreciso [ fibrina ] hipopio

iris: Cedemaestromal [Inddulos de Koeppe [nddulos de Busacca

"1sinéguias anteriores  [Isinéquias posteriores [ atrofia estromal.

Cristalino: [ transparente [ precipitados capsulares [fibrinanapupila []seclusdo [Icatarata

outros..............

Vitreo: (1 0-1 celula/ sem opacidades [ 2- 20 cel/ poucas opacidades
121-50 cel/opacidades esparsas [ 51- 100 cel/ opacidades moderadas
11101~ 250 cel/ muitas opacidades [1 mais de 250 opacidades.

Presenca ou ndo de cicatrizes retinocoroidea e caracteristicas da lesdo.

71 Um foco ativo - MUltiplos focos ativos

1 Cicatriz retinocoroideaantiga [ Papilite

Vasculopatia:

71 Ausente [ Embainhamento perivascular difuso

1 Embainhamento perivascular ssgmentario ] Perivasculites em “rosario”
1 Obstrucdes de ramos arteriais [ neovascularizacdo coroideana
Localizac8o dalesdo: [1 macular [1 perimacular ] maculo-disca
ljusta-discal [equador [] periférica

NUmero das lesdes:

[JUnica [satélite [1duas [ multiplas

Tamanho das lesdes:

"I<ldidmetrodisca [ 1ldiametro (1> 1didmetro

Observacoes:

Hipotese Diagnéstico:

Exames:



ELISA antitoxoplasma: [11gG 11gM [1I1gA  [IslgA
JHemograma [ VSH ) Sumariodeurina 1 PPD [1VDRL
TFTA-ABS [1Glicose [1Rxtorax [JRx coluna

1 Retinografia [] Angiografiafluoresceinica [ Ultra-sonografia B
1 Outros:

Tratamento:

"1 Pirimetamida [ Sulfadiazina [1&cido folinico [ Prednisona

(1 Clindamicina [ Espiramicina [ Trimetroprim + sulfametoxasol

Evolucéo
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8.3 Anexo C: Aspectos éticos

8.3.1 Protocolo de consentimento livre e esclarecido

ANALISE DA ASSOCIACAO ENTRE UVEITE POSTERIOR POR TOXOPLASMA GONDII E
|IgA SECRETORA NA LAGRIMA.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL
Pesquisadora: Maria Isabel Lynch Gaete.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

B, e responsavel pelo (@) menor
....................................................................................................... concordo, que ele (a) participe /
em participar da pesquisa sobre associacdo entre uveite posterior presumivelmente por Toxoplasma
gondii e IgA secretora especifica nalagrima.

Sendo assm autorizo a redizacdo do exame oftaimologico completo, (refragdo,
biomicroscopia, tonometria, e fundo de olho binocular indireto, sob midriasis medicamentosa), no
ambulatorio de oftalmologia do Hospital das Clinicas da UFPE, bem como aretirada de amostra de
sangue venosa (10ml.) e algumas |&grimas para exames laboratoriais. Estes exames serdo realizados
tanto nos casos quanto Nos controles, sem custos para os participantes.

Declaro que fui esclarecido e entendi todas as informacdes deste estudo. Por este motivo,
dou o meu consentimento livre e voluntario para participar do mesmo, e para que os dados obtidos
sgjam utilizados, desde que minhaidentidade seja mantida em sigilo, ndo podendo ser divulgada em
nenhuma hipotese, a ndo ser que assim eu decida e autorize. Assinando este termo de consentimento
concordo em participar deste estudo, tendo a liberdade de me retirar em qualquer fase da pesguisa

sem penalizacdo alguma e sem prejuizo aos cuidados e acompanhamento da doenca.



Testemunhas;

Responsavel
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8.3.2 Cartas do comité de ética

ﬁ"ﬁ

Linmicrsdmde Foderal O Perosibuss
Limirg 3¢ CiEncias da Sadds
Coamitd de Py ex Posopuitsa

(Hicio n® 552002 - CEPMCLE Recis, 06 de mange de 3002,

Referdnca; Protloclo de Pesquisa n® 200200 -CERCCS - Angige da associsgio
antre uvsiea posterior por tooplasma gondll & 104 sscrelcra na lagrima

Serthor{a) Pesquisador|a),

Solictamos & VW, 38 alender as exigéncias formuladas por aste Gomdie pasa
& devica apraciagin do protocoin am apigrafe

1. Preaencher os campos 10 a 35, da folha de rosto

2 Adsguar o Terme de Consantiments Livie & Esclarecdo & Rasolu:8o
195/95-CNEMS, Codgo Chvil @ Estetute da Crienga & oo Adolescenles
para voluntarics manores s 21 ancs,

3. Mencipnar ao Termmo de Comsanlirnemo Live & Esclamcdos Comeserd
qua o sxame chamoldgictr que o Yolunlard poderd rabrar o s
coneantiments am qualguer fase da pesguiss sern [Br o ey
ratamenld prejudicado; drefio 2 perguntas e resposias em qualguer
[az& da pesgulss sobre 3 mesma; gue ndo ik gastar dinbaire para
paricipar 48 masma,

4. Apragenta no orgamento financairo & oigem diss werbas o quanio
caberdo aos invastigadoras

i Alencicaamenia,

J |1...u.n. E'I |.|_t'.h.‘.'|...1 M

Frof® 'hnda Pirhaks RaTmos
i ar i i Comedl 24 i
i Pagisin (LR

A
Frofa. Mana isabal Lynch Geata
Depantaments de Cirurgia - COSIUFPE

A el bemem Hepr, e, 06 Univerenhiis, SOGNLE0L Readidls, Vel Mas 41 3271 ﬂ?l.mm'ltuln.i?ih'
A, ']}

2 -Ill' I|'- 'LI'P l"'.l;ly‘l _-

' R i
v i D
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SER 10 FUBLICO FEMERSL
L'SEY ERETABE FERFERAL BE FERMA MM
Lol de Iiica wa Progm b

{H W OEPOR Facie, 73 & abedl ce MIOE

Hateer (@) Pesanuisador (2]

Rafsfamee: comcspondlnes wnifds, informamos gue o Comitd de Suca
Y Fesquiin anlwenidc werel homosos oo Canre de Cdacias da Sasde da
Uevareadads Federsl de Pemambuze CEMNVCISARPL aasisad, da scamdc tom @
Aeasdlugi: 7" 1888S oo Conoehe Neckonal 18 Saide, o proocoio o8 pesgquitn
rEICIGO0T-CEFLCS Intei scd “Andliss da assoclagda salne wosiin posierdor por
Towopdewrmn Gonadil & igfl secrelon na legrima”, domemdin o teemnenon pars
inlcio cla colgta oe dados.

Fbrsaliamos que & pescunading respomsdvel deverd Boresertas reE1eng
& EUOVRI

P Tt BT

s b, bt
= e TR

&

Cra WARIA ISABEL L'HCH GAETE
‘apineds sm Mecidra Tropcsl - CORAIFPE

T CTI A B s Uil | e, W e P i 0 L i e
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