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ABSTRACT

Lynch , Marialsabel. Validation of the lacrimal specific secretory IgA test for the
diagnosis of posterior uveitis presumptively due to Toxoplasma gondii.

Toxoplasmosis is the principal cause of posterior uveitis in Brazil.
Serological antibody determination gives some information about the
etiological agent of this illness. IgG is considered the natural marker for
previous infection while IgM reveals active infection as far as IgA and IgE.
Although, as toxoplasmosis is a worldwide distributed parasitosis, 1gG may
be found in normal subjects and IgM is seldom found elevated in ocular
toxoplasmosis. Antibody determination also is done in vitreous humor. Anti
T. gondii specific secretory IgA are more frequently found in tears of ocular
toxoplasmosis than in 1gG positive normal people. This study aimed to
validate lacrimal a-T gondii slgA determination as diagnostic tool for ocular
toxoplasmosis. Were analyzed 197 active posterior uveitis patients, 82 of
them were clinically diagnosed as golden standard toxoplasmosis
uveitis(UPAPTgroup); 74 suffered from other etiologies uveitis (UPAOE
group)and 41 not golden standard lesion(UPANQO). These consisted in
posterior uveitis active lesions adjacent to preexisting scars. Sera specific
IlgG and IgM determination was done in all the groups through
Immunofluorescence. Just one patient had IgM positive and 106(84,8) were
positives. ELISA was used for specific lacrimal slgA determination with
crude T. gondii tachizoites as antigens .Sensitivity of 65,9%(1C=60,3-81,5)
and specificity of 71,6%(1C=59,8-81,2) was obtained when compared other
etiologies and golden standard groups. Positive predictive probability (PPP)
was 72% and negative predictive probability (NPP)65,4%. It was collected
tears from both eyes, with uveitis and the healthy one, a- T gondii sIgA was
also detected in healthy eye tears(p=0,874) It was concluded that this test for
slgA is useful for diagnosis of ocular toxoplasmosis, although some
modifications must be done in order to improve sensitivity and specificity .

Keywords:
Uveitis, toxoplasmosis, IgA secretory lacrimal.
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RESUMO

LYNCH, Maria Isabel. Validacdo do teste de IgA secretora especifica da
ldgrima em portadores de uveite posterior ativa presumivelmente por
Toxoplasma gondii. 2007. 140 f. Tese de Doutorado — Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal de Pernambuco, Recife.

Toxoplasmose é a principal causa de uveite posterior em nosso meio. A
determinacéo de anticorpos no soro contribui para o esclarecimento etioldgico
da doenca. Dentre as imunoglobulinas na toxoplasmose a mais relevante é a
IgG, considerada marcador de contato prévio, seguido pela IgM, cuja presenca
denota atividade da doenca e pela IgA e IgE. Determinagfes também podem
ser realizadas no humor aquoso. A IgA secretora especifica da lagrima tem
sido observada com niveis de reatividade maior, em individuos com
toxoplasmose ocular, quando comparados com pacientes normais. O presente
estudo objetivou validar o teste de IgA secretora anti T. gondii na lagrima.
Foram analisados 197 individuos portadores de uveite posterior ativa, sendo
82 deles caracterizados como provavelmente toxoplasmica (padréo ouro), 74
pacientes portadores de uveites posteriores de outras etiologias e 41 pacientes
de possivel toxoplasmose, porém sem padrdo ouro. Considerou-se como
padrédo de selecdo (padréo ouro), lesdes de uveite posterior ativa, satélite de
lesdo cicatrizada. Foi determinada a 1gG e IgM sérica em 125 pacientes, por
método de imunofluorescéncia. Para pesquisa de IgA secretora anti T. gondii
na lagrima foi utilizado antigeno bruto do mesmo e técnica de imnunoensaio
(ELISA). A determinacdo de dosagens de anticorpos IgG e IgM, mostrou que
106 pacientes (84,8%) foram positivos para 1gG especifica. Um paciente teve
IgM positiva. A pesquisa de IgA secretora especifica na lagrima mostrou
sensibilidade de 65,9% (IC = 54,5-75,4) e especificidade de 71,6% (IC= 59,8
- 81,2) quando trabalhados o grupo de uveites posterior ativa padréo ouro e o
grupo de uveites posteriores de outras etiologias.Valor preditivo (+): 72%,
(IC= 60,3-81,5) e negativo:65,4% (1C=54,0-75,4). Razdo de verossimilhanca
(+)=2,33. Probabilidades de doenca pré-teste:52,5% e poOs-teste 72,0%
Probabilidades de ndo doenca pré-teste: 52,5% e pos-teste:34,6%. Esses
valores diminuiram quando feitas simula¢cfes com o grupo ndo padr&o ouro.
Os indices de reatividade da IgA secretora especifica da lagrima foram
maiores no grupo de uveites posteriores padrdo ouro que no grupo de uveites
de outras etiologias (p=0,004), o que ndo aconteceu com o0 grupo de pacientes
ndo padrbes ouro. Houve reatividade também do olho sadio (p=0,874).
Conclui-se que o teste para determinacdo de IgA secretora anti-Toxoplasma
gondii & um teste valido para diferenciar pacientes portadores de uveite
posterior ativa por toxoplasmose ocular de pacientes portadores de uveites
causadas por outras etiologias. Acreditamos que aprimoramentos precisam ser
realizados & nivel laboratorial que venham a melhorar o desempenho do teste.

Palavras —chave:
Uveite, toxoplasmose, | gA secretora da lagrima.



VI

LISTA DE TABELAS

TABELA 1- Distribuicdo dos portadores de uveite posterior ativa
presumivelmente toxoplasmica (UPAPT), uveite posterior de outra etiologia
(UPOE), e portadores de uveite por possivel toxoplasmose “sem padrao ouro”
(UPANO) atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de 2003 —dezembro de

2006 p.61.

TABELA 2. Distribuicdo por sexo e faixa etaria dos portadores de uveite
posterior ativa presumivelmente toxoplasmica (UPAPT), uveite posterior de
outra etiologia (UPAOE), e portadores de uveite por possivel toxoplasmose
“sem padrdo ouro” (UPANO), atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de

2003 - dezembro de 2006 p.62.

TABELA 3 - Distribuicdo dos pacientes portadores de uveite posterior ativa
presumivelmente toxoplasmica (UPAPT), uveite posterior de outra etiologia
(UPAOE), e portadores de uveite por possivel toxoplasmose “sem padréo
ouro” (UPANO) segundo procedéncia, atendidos no HC da UFPE e UFMG,

abril de 2003 - dezembro de 2006. p. 63.

TABELA 4 - Distribuicdo de resultados de IgG e IgM no soro, por grupo,
nos portadores de uveite posterior ativa presumivelmente toxoplasmica
(UPAPT), uveite posterior de outra etiologia (UPAOE), e portadores de uveite
por possivel toxoplasmose “sem padrdo ouro” (UPANO), atendidos no HC da

UFPE e UFMG, abril de 2003 —dezembro de 2006. p.64.



TABELA 5 - Distribuicdo da frequéncia do olho afetado nos portadores de
uveite posterior ativa presumivelmente toxoplasmica (UPAPT), uveite
posterior de outra etiologia (UPOE), e portadores de uveite por possivel
toxoplasmose “sem padrdo ouro” (UPANO), atendidos no HC da UFPE e

UFMG, abril de 2003 - dezembro de 2006. p.65.

TABELA 6 - Avaliacdo de sensibilidade, especificidade, valores preditivos,
probabilidades de doenca, e intervalo de confianca do teste IgA secretora
anti-T. gondii nos pacientes portadores de uveite posterior ativa
presumivelmente toxoplasmica (UPAPT) e uveite posterior de outra etiologia
(UPAOE), atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de 2003 —dezembro de

2006. p.67.

TABELA 7 - Avaliacéo de sensibilidade e intervalo de confianca do teste IgA
secretora anti-T. gondii nos pacientes portadores de uveite por possivel
toxoplasmose “sem padréo ouro” (UPANO), atendidos no HC da UFPE e

UFMG, abril de 2003 —dezembro de 2006. p.69.

TABELA 8 — Avaliacdo de sensibilidade, especificidade, valores preditivos
probabilidades da doenca e intervalo de confianca do teste IgA secretora
anti-T. gondii nos pacientes portadores de uveite posterior ativa
presumivelmente toxoplasmica (UPAPT) associado uveite por possivel
toxoplasmose “sem padrdo ouro” (UPANO) e uveite posterior de outra
etiologia (UPAOE), atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de 2003 -

dezembro de 2006. p.70.



TABELA 9 — Avaliagédo de sensibilidade, especificidade, valores preditivos,
probabilidade da doenca e intervalo de confianca do teste IgA secretora anti-
T. gondii nos pacientes portadores de uveite posterior ativa presumivel mente
toxopldsmica (UPAPT) e portadores de uveite por possivel toxoplasmose
“sem padrdo ouro” (UPANO) + uveite posterior de outra etiologia (UPAOE),

atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de 2003 —dezembro de 2006. p.72.

TABELA 10 - Distribuicédo etioldgica e resultados do teste IgAs especifica da
l[&grima anti T-gondii nos pacientes portadores de uveite posterior de outra
etiologia (UPOE), atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de 2003 -

dezembro de 2006. p.75.



Xl

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1- Nomograma de probabilidade pré e pos-teste. p.54

FIGURA 2: Andlises das médias dos indices de reatividade da IgA secretora
especifica da lagrima nos olhos doentes e ndo doentes de portadores de uveite
posterior ativa presumivelmente toxoplasmica (UPAPT), uveite posterior de
outra etiologia (UPAOE), e portadores de uveite por possivel toxoplasmose
“sem padrao ouro” (UPANO). Atendidos no HC e UFMG da UFPE, abril de

2003 a dezembro de 2006. p.66

FIGURA 3. Nomograma da probabilidade pré e pos-teste da IgA secretora
especifica, nos pacientes portadores de uveite posterior ativa presumivelmente
toxopldsmica (UPAPT) e uveite posterior de outra etiologia (UPAOE),

atendidos no HC e UFMG da UFPE, abril de 2003 a dezembro de 2006. p.68.

FIGURA 4. Nomograma da probabilidade pré e poOs-teste da IgA secretora
especifica, nos pacientes portadores de uveite posterior ativa presumivelmente
toxopladsmica (UPAPT) associado uveite por possivel toxoplasmose “sem
padrdao ouro” (UPANO) e uveite posterior de outra etiologia (UPAOE),

atendidos no HC e UFMG da UFPE, abril de 2003 a dezembro de 2006. p.71.



X1l

FIGURA 5. Nomograma da probabilidade pré e pés-teste da IgA secretora
especifica, nos pacientes portadores de uveite posterior ativa presumivelmente
toxopladsmica (UPAPT) e portadores de uveite por possivel toxoplasmose
“sem padrdo ouro” (UPANO) + uveite posterior de outra etiologia (UPAOE),

atendidos no HC e UFMG da UFPE, abril de 2003 a dezembro de 2006. p.73.



X1

LISTA DE QUADROS

QUADRO 1: Guia de interpretacdo dos valores Likelihood ratios (LR), por

Jaeschke et al (1994). p.53.



Ac

CCS

CD
DNA
EFG
ELISA

et al

GALT
HC
HIV

IC

IFA
IgA
lgas
IgE
1gG
IgM

INF

IL12
ISAGA

kDa

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

anticorpos
Centro de Ciéncias da Saude

complemento D

acido desoxirribonucléico

fator de crescimento epidermal
Enzime-Linked Imunosorbent Assay

e outros

tecido linfatico associado do intestino
Hospital das Clinicas
virus HIV

intervalo de confianca

Imunofluorescencia indireta
imunoglobulina A

imunoglobulina A secretora
imunoglobulina E

imunoglobulina G

imunoglobulina M

interferén

interferén gama

interleucina 12

Imununosorbent Agglutination Assay

kilo Dalton

X1V



LIKA

nm

NO

PCR

PE
Rx

SC
SIDA

T. gondii

TGF

UPAOE

UPANO

UPAPT
UFMG
UFPE
Vp+

V p-

pnL

XV

Laboratério de imunologia Keizo-Asami

nandmetros

oxido nitrico

pagina

Polymerase Chain Reaction
Pernambuco

raio X

componente secretor
Sindrome de imunodeficiéncia adquirida

toxoplasma gondii

fator transformador de crescimento

Uveite posterior ativa por outra etiologia (ndo toxoplasmica)

Uveite posterior ativa “sem padrao ouro”.

Uveite posterior ativa presumivelmente por T. gondii
Universidade Federal de Minas Gerais

Universidade Federal de Pernambuco

Valor preditivo positivo

Valor preditivo negativo

Qui quadrado

microlitros



SUMARIO

1. DEFINICAO DO OBJETO DA PESQUISA..........oovvvvviinnnnnn, 01
1.1. DELIMITACAO DO TEMA ....oiiiiiieii e 01
1.2. REVISAO DA LITERATURA .. .iiiiiiiiiiiieee e 05
1.2.1. GENERALIDADES. ... it iiiiiiiee et 05
1.2.2. EPIDEMIOLOGIA ....oouiiiiiiiie e 08
1.2.3. ASPECTOS CLINICOS DA TOXOPLASMOSE................. 10
1.2.4. CARACTERISTICAS FUNDOSCOPICAS.......ccceeevvnnn.... 18
1.2.5. ASPECTOS IMUNOLOGICOS........coooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 19
1.2.6. DIAGNOSTICO LABORATORIAL ......oovvviiieeeeaaaeeeeee, 26
1.2.6.1. PESQUISA DO PARASITA OU SEUS 27
COMPONENTES. ... e,

1.2.6.2. TESTES SOROLOGICOS ....uoiiiiiieiiiieeeeieeeeeee e 28
1.2.6.3. OUTROS EXAMES.......ouiiiiiiiiiii e, 31
1.2.6.4. EXAMES EM TOXOPLASMOSE OCULAR................... 32
2. QUESTAO DA PESQUISA ....coovtiiii it 36
2.1. DEFINICAO DOS OBJETIVOS......cuviiiiiiiiiiiieeeeeeeee e, 36
2.2, GERAL ..o 36
2.3. ESPECIFICOS. . ..ot 36
3. DESENHO DO ESTUDO....oooiiiiiiiiiiieeeee e 37
4. OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA......coevvvieeeeeeea, 38
4.1. POPULACAO DA PESQUISA .......ovvvieiiiiieeeeeeee e, 38
4.1.1.POPULACAO ALV O...coiiiiiiiiiecee e 38

XVI



4.1.2. TIPO DE AMOSTRAGEM ....oviee e, 38
4.1.3. DEFINICAO DO TAMANHO DA AMOSTRA........cccvve.. 39
4.2. DEFINICAO DAS VARIAVEIS. ..o 40
4.2.1. DEFINICAO DE UVEITE POSTERIOR ATIVA................ 40
4.2.2. DEFINICAO DO PADRAO OQURO.........ooevvieeeeiieaeenn 42
4.2.3. DEFINICAO DO TESTE DE IgA SECRETORA ANTI| 43
Toxoplama gondii

4.2.4. DEFINICAO DOS GRUPOS DE ESTUDO...........vcevennnn.. 43
4.3. INTEGRANTES DA AMOSTRA ... coeeee e, 43
4.3.1. CRITERIOS DE INCLUSAOD . ....ieieieee e, 43
4.3.2. CRITERIOS DE EXCLUSAOD....cvieeieie e 44
4.4. METODOS DE COLETA DOS DADOS E DA 44
CATEGORIZACAO DAS VARIAVEIS.......ocoiiiiiiiieeieieeeeen
4.4.1. COLETA DE DADOS E AMOSTRAS.....oviviiiieeeeeieaai, 44
4.4.1.1. DIAGNOSTICO CLINICO ... i, 45
4.4.1.1. COLETA DE AMOSTRAS. ...oeii e, 46
4.4.2. VARIAVEIS BIOLOGICAS E SOCIAIS. ..o, 47
A.4.2. 1. IDADEE ... e, 47
A.4.2.2. SEX O i, 48
4.4.2.3. PROCEDENCIA ..., 48
4.4.3. ANALISE LABORATORIAL ..coovieeie e, 48
4.4.3.1. DETERMINACAO DA IgA SECRETORA ANTI-T. 49
gondii

4.4.3.2. DETERMINACAO DE IgG E IgM ANTI-T. gondii NO 50
SORO.

5. PLANO DE TABULACAO E ANALISE DOS DADOS.......... 51

XVII



6. LIMITACOES METODOLOGICASDO ESTUDO................ 55
6.1. ERRO ALEATORIO......cciiiiiiiieeeceeeee e 55
6.2. ERRO SISTEMATICO: QUESTAO VIES......ccovivvvieeinennn. 55
6.2.1. VIES DE SELECAO.....iiiiiiieieee e 56
6.2.2. VIES DE AFERICAO......cuvviiiieiiiieeieeeeeeeeeee e 56
6.2.2.1. ERRO DE CLASSIFICACAO......ccceeiieiiiieeiiieein 56
6.2.2.2. INSTRUMENTOS DE MEDIDA E COLETA DE DADOS| 58
6.2.2.3. VIES DE MENSURACAO........iiiiiieeeiieeeeeee e 58
7. CONSIDERACOES ETICAS 60
8. RESULTADOS. ...iuiiiii et 61
8.1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA .....cocovviiiieeiieieaae, 61
0. DISCUSSAOD ....ouuiiiie e 76
10. CONCLUSAO ... 93
11. RECOMENDAGOES. ... 94
12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......oviiiiiieeeiieeeeen 95
T N T=5 e 1= T 123

XVII



1 - DEFINICAO DO OBJETO DA PESQUISA.

1.1 - DELIMITACAO DO TEMA.

A toxoplasmose é provocada pelo Toxoplasma gondii, um protozoario
de distribuicdo geografica mundial, constituindo-se em uma das zoonoses de
maior difusdo no mundo em que vivemos (TONELLI et al., 2000).

A prevaléncia, avaliada através da frequéncia de anticorpos anti-
toxoplasma, é elevada em quase todos os paises, ja que de 20 a 90% da
populacdo adulta entrou em contato com o parasita (FRENKEL, 1985;
BAHIA, 1992; JAIN et al., 1998). No Brasil entre 50 a 80% da populagéo
adulta apresenta sorologia positiva para toxoplasmose, variando segundo as
diversas regides, assim, o Rio Grande do Sul alcanga 82%, 42% em S&o Paulo
e 50% na Bahia (ABREU et al., 1998). Segundo SILVEIRA et al. (1998), no
sul do pais a soro-prevaléncia entre criancas de 10 a 15 anos pode ser tdo alta
guanto 98%, ja4 em Pernambuco, 79.1% das criancas entre 9 e 15 anos de
idade, residentes em Jaboatdo dos Guararapes, apresentaram sorologia
positiva em estudo realizado no ano 2000 (KOBAYASHI et al., 2000).

Na maioria dos casos a infeccdo pode ser clinicamente inaparente,
porém, o parasita pode causar morbidade substancial. Segundo MEAD et al,
(1999) nos Estados Unidos é a terceira causa mais comum de morte
relacionada a problemas alimentares.

A primeira forma de transmissdo conhecida, causadora de lesdes em
humanos foi a transmisséo transplacentaria, sendo aceita em 1939 como causa
de comprometimento ocular (WOLF, COWEN e PAIGE, 1939) embora, ja

fosse descrita em 1923 por JANKU. A toxoplasmose ocular em adultos néo



foi reconhecida até 1952 com os trabalhos de WILDER. Em 1973 PERKINS
destacou a importancia da toxoplasmose congénita, ressaltando que 70% delas
poderiam ter cicatrizes coriorretinianas.

A retinocoroidite toxoplasmica é considerada a infeccdo mais comum
da retina e a principal causa de uveite posterior em diversas partes do mundo
(JAIN, 1998; GEHLEN et al., 1999; HOLLAND et al, 2002). No Brasil ela é
responsavel por 50% a 80% do total das uveites (BELFORT, 1978).

A lesdo classica da toxoplasmose ocular € uma retinocoroidite
granulomatosa, focal e necrosante (HOGAN, 1958), porém, pode apresentar
consideraveis variacbes nas formas clinicas, descritas na literatura como
atipicas (SMITH & CUNNINGHAM, 2002; FARDEAU et al, 2002; LIEB et
al., 2004).

O diagnostico definitivo depende da identificacdo do parasita ao ser
encontrado o taquizoito nos liquidos organicos (KAWAZOE, 1988) ou através
da identificagdo do DNA (acido desoxirribonucléico) do parasita em fluidos
oculares ou seccbes da retina (KASUMI et al., 1996; JONES et al., 2000).
Entretanto, sdo os testes soroldgicos as ferramentas mais utilizadas para o
diagnostico laboratorial da toxoplasmose (GOMEZ - MARIN, 2000; RONDAY
et al., 1999). Através deles é possivel demonstrar a presenca de anticorpos
especificos antitoxoplasma no soro e em outros liquidos organicos, como o
humor aquoso ou vitreo (KLAREN, 1998; GARWEG, 2000; CAMARGO et
al.,1978). A quantificagéo desses anticorpos e a caracterizacdo das classes de
imunoglobulinas predominantes, associadas as observacdes clinicas,

geralmente permitem que sejam estabelecidas as fases da doenca.



O escasso conhecimento da fisiopatologia da toxoplasmose ocular se
reflete nas dificuldades na realizacdo do diagndstico, o qual é baseado
fundamental mente nas caracteristicas do quadro oftalmoldgico. Assim sendo,
a determinacdo de imunoglobulinas no soro, das quais as mais utilizadas séo a
IgG e IgM, podem contribuir para definir o quadro. Nos casos em que 0
diagnostico diferencial da toxoplasmose ocular se impde, a quantificacdo de
titulos de anticorpos no humor aquoso pode ser esclarecedora (GARGEW,
2006; 2005).

Estudos mostram que a medida de IgA especifica para T. gondi, no soro,
contribui substancialmente para o diagnostico da toxoplasmose ocular
(KATINA et al, 1992; RONDAY et al., 1999; GARGWEG et al. 2000).

Outra linha de investigacdo tem procurado verificar a resposta imune
das mucosas contra o Toxoplasma gondii detectando na lagrima IgA secretora
(IgAs) especifica. MACK & MCLEOD (1992) demonstraram que IgAs esta
presente no colostro de mulheres com infecgdo crénica e aguda, indicando que
a infeccdo aguda efetivamente coincide com uma resposta imunitaria das
mucosas. MEEK et al., (2000) investigaram essa imunoglobulina secretora em
62 individuos normais. Concluiram que lagrimas de individuos cronicamente
expostos apresentam anticorpos especificos IgAs anti-Toxoplasma gondii.
Experiéncias em animais tém apontado a importancia do sistema secretor
imunolégico e que a resposta das mucosas pode ser induzida durante a
infecgdo com os cistos de T. gondii (CHARDES et al., 1990).

Anatdmica e fisiologicamente, o bulbo ocular encontra-se coberto por
uma membrana mucosa, a conjuntiva, e uma camada fluidica denominada

filme lacrimal, sendo este uma solucgéo eletroliticamente isotonica.



As glandulas lacrimais secretam os diversos componentes do filme
lacrimal além de proteinas, nutrientes, horménios, fatores de crescimento e
imunoglobulinas, constituindo assim, a primeira e uma importante barreira
defensiva e protetora ocular (WALCOTT, 1998; HOLLY, 1977).

Nas lagrimas podem ser encontradas 1gG, IgM, IgE e IgA secretora. (DE
LA TORRE & NUNES, 2002; BALLOW et al., 1983). A imunoglobulina A é
sintetizada nos foliculos linfaticos, localizados nas glandulas lacrimais, sendo
transportada por endocitose para a superficie conjuntival, acoplada ao
componente secretor produzido nas células glandulares. (SAITOH-INAGAWA
et al., 2000).

A aplicacdo de antigenos na conjuntiva resulta em producédo local de
células com memdria especifica que respondem a posteriores aplicacdes
topicas 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 imunizagcdo no intestino ndo resulta em imunizagdo conjuntival,
porém parece estimular a conjuntiva por meio de células especificas com
memoria que migram aos foliculos linfaticos conjuntivais (PU et al., 1983,
CHARDES et al., 1994).

LYNCH et al. (2004) verificaram a existéncia de intensa associacao
entre uveite posterior ativa presumivelmente por Toxoplasma gondii e IgA
secretora especifica na lagrima, onde a andlise da média aritmética das
absorbancias de IgA secretora anti-T. gondii da lagrima mostrou intensidades
maiores nas reacdes dos portadores de uveite posterior ativa presumivelmente

por Toxoplasma gondii, quando comparados com o0s controles. No mesmo



estudo foi apontada sensibilidade de 84% e especificidade de 78% para o teste
de IgAs na lagrima dos portadores de uveite por T. gondii.

O presente trabalho objetiva verificar o quanto a determinacdo da IgAs
antitoxoplasma é atil para diagnosticar uveite ativa presumivelmente pelo

microorganismo, descrevendo sua acurcia.

1.2 - REVISAO DA LITERATURA.

1.2.1 - GENERALIDADES.

A toxoplasmose é provocada pelo Toxoplasma gondii, doenca que
provoca no ser humano, com maior frequéncia, infecgdes subclinicas
(PERQUINS, 1973). A doenca pode se apresentar completamente
assintomatica ou com sintomas similares a um resfriado comum (SILVEIRA,
1988). Entretanto, pode gerar quadros graves, especialmente em hospedeiros
imunossuprimidos (GIRARD et al., 1997; LANJEWAR et al., 1998). Pode
levar ao aborto espontaneo e causar infecgdo congénita se a contaminagéo da
mae ocorrer durante a gestacdo (METS et al., 1997; MALM et al., 1999). A
gravidade das consequéncias da transmissdo congénita para o feto, assim
como as consequéncias visuais capazes de desenvolver sequelas ao longo da
vida constituem os principais fatores responsaveis pelo interesse atual em
relacdo a doenca. (VEITZMAN & CASTRO, 1996; GILBERT, 2000.),

O Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez por ALPHONSO
SPLENDORE em Sé&o Paulo, em Julho de 1908, em coelhos de laboratério. No

mesmo ano, na Tunisia, CHARLES NICOLLE & LOUIS MANCEAUX



observaram o parasita e em 1909 o denominaram de Toxoplasma gondii, em
atencdo ao roedor africano chamado “Ctenodactylus gondii”, no qual fora
identificado. Toxoplasma é derivado do grego, em que “toxon” significa arco,
alusdo ao formato da forma taquizoita.

Em 1923 em Praga, JANKU encontrou o parasita em uma crianca de
11 meses de idade que apresentava também hidrocefalia, microftalmia e
coloboma na regido macular.

No Brasil, o primeiro caso de toxoplasmose foi descrito por
MARGARINO TORRES em 1926, em um recém-nascido.

O Toxoplasma gondii pertence a classe Sporozoa. E parasita
intracelular obrigatério, mede e 2 a 5um. Apresenta trés formas evolutivas:
taquizoita, bradizoita e esporozoita (KAWAZOE, 1988).

A forma taquizoita € o organismo da infeccdo aguda, de rapida
multiplicagdo, a qual ocorre dentro dos vacuolos citoplasméaticos da célula
hospedeira, podendo infectar todo tipo de células. A multiplicagcédo ativa leva
a ruptura da célula e liberacdo dos organismos, que invadem células contiguas
e também podem ser fagocitados ou transportados pelo sangue ou linfa a
outras areas do organismo. Nao sobrevivem a dessecacdo, congelamento ou
exposicao ao suco gastrico. Sao vistos na infecgcdo primaria e nas reativacoes.
Essa forma € labil a medicacdo e mecanismos imunolégicos (RADKE et al.,
2001).

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 penetragéo.



O bradizoito é uma forma estrutural e fenotipicamente diferente do
taquizoito. Interferon y (INF-y), 6xido nitrico (NO), choque térmico e pH
podem servir de gatilho para a conversdo de taquizoitos em bradizoitos in
vitro e, provavelmente, in vivo (DUBEY, et al., 1998). E o organismo de
repouso, de multiplicacdo lenta. Desenvolve-se durante a infeccdo crénica nos
tecidos, formando cistos. Nessa forma, 0os mecanismos imunoldgicos ndo 0s
atingem, podendo permanecer no cérebro, retina ou musculo estriado durante
toda a vida do hospedeiro.

A forma esporozoita se desenvolve no esporocisto, dentro do oocisto,
gue € eliminado nas fezes dos gatos, Unicos hospedeiros definitivos da
doenca. Cada oocisto contém dois esporocistos, altamente infectantes para
aves, mamiferos e o homem. Oocistos sdo formados somente no intestino dos
felideos sendo excretados pelas fezes por um periodo de 15 a 20 dias. A
esporulacdo, necessaria para se tornar infectante, ocorre no meio ambiente
dentro de um a cinco dias, dependendo das condi¢cdes de temperatura e
oxigénio. E mais réapida em temperaturas calidas. O oocisto pode permanecer
viavel até 18 messes no solo, por isto, o meio ambiente constitui um
reservatorio natural do microorganismo (DUBEY, et al., 1998).

O Toxoplasma gondii tem predilecdo por tecidos embrionarios ou fetais.
O tecido nervoso é particularmente sensivel assim também como o miocéardio,
linfonodos periféricos e musculatura estriada. No adulto n&o ha tropismo
seletivo por qualquer tipo de célula. Com a entrada dos taquizoitos na
corrente sangliinea e linfatica, h4 invasdo e proliferacdo das células levando-

as a necrose. A destruicdo tissular acarreta fibrose e no sistema nervoso



central, seu equivalente, a gliose. Ap6s algum tempo, ocorre resolucdo da
forma aguda e surgimento das formas cisticas (FRENKEL, 1997).

Na atualidade, é aceito que o Toxoplasma gondii € o agente mais
comum causador de lesBes na retina e a principal causa de uveites posterior

(HOLLAND, et al., 2002).

1.2.2 - EPIDEMIOLOGIA.

Do ponto de vista epidemioldgico trata-se de uma zoonose distribuida
mundial mente. Sabe-se  que a familia dos felideos, sendo
epidemiologicamente mais relevantes os gatos, séo hospedeiros completos, ja
gue apresentam o ciclo sexuado e assexuado do toxoplasma, enquanto que
outros hospedeiros como os homens e outros animais (incluindo onivoros,
carnivoros, herbivoros e passaros) sdo intermediarios ou incompletos,
ocorrendo apenas o ciclo tecidual extra-intestinal assexuado.

A infeccdo em humanos ocorre pela ingestao de alimentos, verduras mal
lavadas ou agua contaminada com oocistos, carnes mal cozidas que contém
cistos, ou congenitamente através da méae que adquiriu a doenca durante a
gestacdo. Menos comum € a transmissdao por transplante de oOrgéos
contaminados ou transfusdo sanguinea (NEU, 1967).

No que diz respeito a agua contaminada, BAHIA-OLIVEIRA (2003) em
estudo epidemiolégico realizado no Rio de Janeiro, Brasil, destacou que beber
dgua nado filtrada estava associado com um aumento de risco de soro-
positividade entre grupos socioecondmicos de médio e baixo poder aquisitivo.

PALANISAMI, (2006), relata que em Coimbatore, provincia da india, durante



surto de toxoplasmose adquirida em setembro de 2004, o reservatério de agua
municipal foi apontado como fonte da contaminagdo, provavelmente
provocada pelas fortes chuvas acontecidas na época.

A ingestdo de carne contaminada parece ser fonte importante de
transmissdo humana. ASPINALL, (2002), realizou na Inglaterra, andlise em
amostras de carne para consumo humano encontrando que 33% de suinos e
67% de ovelhas foram positivas para DNA do parasita usando PCR.

A frequéncia de anticorpos antitoxoplasma € elevada em quase todos 0s
paises, ja4 que de 20 a 90% da populacdo adulta entrou em contato com o
parasita. A incidéncia da infeccdo no homem varia de acordo com a area
geogréfica considerada, com os habitos alimentares e proximidade com gatos
ou outros animais domésticos. Esse ultimo aspecto foi avaliado em estudo
realizado por ASSIS JR. et al. (1997), Belo Horizonte, Brasil, em 52
pacientes com lesfes ativas supostamente toxoplasmicas nos quais, o contato
com animais domesticos foi relatado em 44,2% dos casos.

Em recente estudo de JONES et al (2006), foram analisados os fatores
de risco para infecgdo ocular aguda por toxoplasmose, em Erechim, Brasil,
por meio de questionério aplicado a 131 pessoas recentemente infectadas (1gG
e IgM positivas) e 110 controles soronegativos. Foi constatado por andlise
multivariada odds ratio 2.35 (IC 95%=1,27-4,23) para pessoas que
trabalhavam em jardim, e 2,26 (IC 95% = 1,15-3,67) para ingestao de cordeiro
congelado.

A prevaléncia aumenta com a idade, ndo parecendo haver diferenca
entre sexo e raca. Nos Estados Unidos, estudo baseado em 17.658 pessoas

apontou 22,5% de prevaléncia, sendo 15,0% para mulheres entre 15 e 44 anos
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(JONES, 2001). No Alaska, a prevaléncia entre os esquimos é 0% (OREFICE,
2005). No Brasil, entre 50 a 80% da populagdo adulta tem sorologia positiva
para toxoplasmose. A prevaléncia da doenca no Brasil varia segundo as
diversas regides, assim no Rio Grande do Sul alcanca 82%, 42% em Sé&o Paulo
e 50% na Bahia (SEBBEN, et al., 1995; ABREU et al., 1998).

Entre imunodeficientes, portadores do virus HIV, a soro-positividade
para toxoplasma varia entre 10 a 45% nos Estados Unidos (LUFT &
REMINGTON, 1992), porém em éreas de Europa ocidental e Africa pode
chegar a 78%.(CLUMECK, 1991).

Em Campos dos Goytacazes (OREFICE, 2005), foram avaliados 1.050
individuos para analise da associagdo entre as condi¢des socioecondmicas, a
sorologia positiva para toxoplasmose 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 les6es oculares

foi de 10%, ndo havendo, portanto, diferenca entre os grupos estudados.

1.2.3 - ASPECTOS CLINICOS DA TOXOPLASMOSE.

Do ponto de vista clinico, €& 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
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(BELFORT et al., 1975). Os quadros clinicos séo: infeccdo subclinica, doenca
neonatal e doenca pos-natal.

A forma subclinica da toxoplasmose congénita € a mais frequente 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 localizacdo das
cicatrizes, estrabismo ou mesmo cegueira, sendo por isto considerada hoje,
uma causa importante de cegueira (FERNANDES & OREFICE, 1996).

Na doenca neonatal, o recém nascido apresenta ao nascimento o quadro
neurolégico ou a infeccdo generalizada, sendo mais comum o primeiro. A
retinocoroidite € a manifestacdo ocular mais comum, sendo bilateral em 54%
dos casos (PEIXOTO DOS SANTOS, 1999). Esta forma € grave, apresentando
alta incidéncia de sequelas oculares. O diagnoéstico precoce seguido de
tratamento adequado segundo METS et al. (1997), contribui, em alguns casos,
para conseguir uma boa acuidade visual.

Na forma poés-natal a criangca nasce aparentemente normal e apdés
semanas ou meses desenvolve sinais clinicos da doengca. O’NEIL em 1998
estudou as consequéncias oculares de infeccdes por toxoplasma durante a
gestacdo, acompanhando 21 casos confirmados durante 24 anos e verificou
gue os danos fetais podem resultar de infecgcBes intra-uterinas e seus efeitos
podem continuar ocorrendo apo6s 20 anos da infeccao.

WALLON et al. (2004) estudaram 327 criangas infectadas
congenitamente monitorando-as durante 14 anos no Hospital Croix Rousse,
Lyon, Franca. Concluiram que lesbes na retina e reativacdes de lesdes prévias

podem ocorrer muitos anos ap0s 0 nascimento, porém o prognéstico ocular é
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satisfatério quando a infeccdo € identificada precocemente e tratada
corretamente. Conclusdo semelhante foi apontada por KODJIKIAN et al.
(2006), em coorte que acompanhou 430 criancas com infeccdo congénita
diagnosticada, durante seguimento com 12 anos de média (0,6 a 26 anos),
notando que o comprometimento ocular existiu em 30% das criangas tratadas.

Toxoplasmose adquirida: a principal forma de apresentagcdo da
toxoplasmose adquirida em imunocompetentes é a subclinica, responsavel por
aproximadamente 70% dos casos. Os casos sintomaticos ocorrem em 30% dos
pacientes, apresentando formas clinicas variadas, sendo mais frequentes as
formas ganglionar, pulmonar, neurolégica e ocular.

Toxoplasmose ocular: o Toxoplasma gondii apresenta neurotropismo, por
essa razdo, a localizagdo ocular inicial € a retina, alcancando a mesma pela
circulagéo retiniana ou mais raramente, pela circulagdo coroidea (TABBARA,
1990). A proliferacdo de taquizoitos provoca necrose celular resultando em
retinite 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, constituindo o estagio crénico ou latente da doenca. A reativacdo dos
mesmos, nas margens das lesdes cicatrizadas, em areas retinianas longe do
foco primério ou no olho contra-lateral, provoca as recorréncias que podem
acontecer em cerca de 60% dos pacientes.

No que diz respeito as formas oculares adquiridas da toxoplasmose, a
literatura €é controversa. ROBINSON (1947) descreveu um caso de

toxoplasmose ocular em uma crianca de 9 anos, na qual a andlise
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retrospectiva apontava que a infeccdo provavelmente havia sido adquirida
ap6s o nascimento. HOGAN, em 1958, descreveu casos de infeccdo adquirida
congénita e pods-natal, relatando novamente em 1961, casos especificos de
toxoplasmose ocular em adultos, adquiridos no transcurso da vida. Mas, em
1964, o mesmo autor conclui que o comprometimento ocular em adultos com
infeccdo pos-natal adquirida era pouco comum, considerando o grande namero
de individuos com infecgdo assintomatica. Em 1973, PERQUINS publicou um
influente artigo no qual estabelecia que “quase todos o0s casos de
retinocoroidite vistos no Reino Unido eram decorrentes de infeccéo
congénita” e tal ponto de vista chegou a ser amplamente aceito.

Trabalhos recentes demonstram que a toxoplasmose adquirida no
transcurso da vida também pode vir a provocar lesbes oculares. BENIZ (1993)
e STEHLING & OREFICE (1996) relataram que individuos com toxoplasmose
adquirida apés o nascimento apresentam risco de desenvolver lesbes oculares
gue comprometem severamente a visao.

BURNETT et al., (1998), observaram uma série de casos de
toxoplasmose adquirida pés-natal com doenga ocular, durante uma epidemia
no Canada. No sul do Brasil, SILVEIRA et al. (2001) realizaram estudo
epidemiolb6gico encontrando que 8,3% de pacientes com toxoplasmose
adquirida ap6és o nascimento sem cicatrizes retinocoroideanas, desenvolveram
lesBes na retina apos 7 anos de seguimento.

GILBERT & STANFORD (2000) analisaram estudos populacionais na
procura de uma estimativa do niumero de casos que seriam provocados por
doenca congénita ou doenca adquirida ap6s o nascimento. Concluiram que,

com os dados disponiveis no estudo, pelo menos 2/3 dos pacientes gque
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apresentaram toxoplasmose ocular adquiriram a infec¢do ap6s o nascimento e
ndo por transmissao materno fetal.

Pode ser observado que na ultima década, o papel patogénico da infeccéo
adquirida pés-natal na doenca ocular, recebeu atencdo renovada, aceitando-se
hoje que uma proporg¢éo substancial de pacientes portadores de retinocoroidite
teve tal origem (HOLLAND, 2003).

A lesdo classica da toxoplasmose ocular é uma retinocoroidite
granulomatosa, focal e necrosante, porém, recentemente, novas caracteristicas
clinicas aparecem associadas a toxoplasmose ocular. Ja na toxoplasmose
adquirida apds o nascimento, outras estruturas oculares podem ser afetadas
sem apresentar retinite (REHDER et al., 1988; JOHNSON, 1997; PARRAT,
1999; MORAES, 1999). Estas sdo as chamadas formas atipicas. (OREFICE &
TONELLI, 1995; ADAM et al., 2000), sendo mais freqiientes as seguintes:

- Forma punctata externa: é caracterizada pela aparicdo de pequenas
lesBes branco-acinzentadas, multifocais, que aparecem a um nivel profundo da
retina e do epitélio pigmentario.

- Neuro-retinite: sdo lesdes ativas justadiscais, que levam ao
comprometimento retiniano e do nervo 6ptico de maneira agressiva. E uma
forma grave da doencga.

- Neurite: a papilite com relativa frequéncia acompanha uma lesdo de
retinocoroidite. Alguns autores consideram que nao se trata de uma papilite
propriamente e sim, de um edema reacional do nervo optico.

- Forma pseudomultipla: caracterizada pela presenca de multiplas lesdes
da retina, aparentemente ativas, mas, na realidade, trata-se de focos de edema

de retina que acompanham um foco em atividade.
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- Uveite anterior: OREFICE & 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 alterac6es fundoscopicas.

HOLLAND (2004) em artigo de revisdo conclui que o espectro de
manifestacdes clinicas da doencga ocular, provavelmente € mais diversificado
gue o tradicionalmente aceito, destacando que as formas atipicas parecem ser
parte de um mesmo processo basico de infec¢ao retiniana.

Recidivas da doenca na retina ocorrem tanto na doenga congénita quanto
na doenca adquirida pds-natal. Tipicamente aparecem como lesGes satélites
nas bordas de uma cicatriz retinocoroideana pré-existente, embora em alguns
pacientes ocorra longe de cicatrizes, em areas de retina com aspecto prévio
clinicamente normal.

Tém sido aceito que as recorréncias geralmente sdo causadas pela
liberacdo de parasitas de cistos na retina. Estudos experimentais tém mostrado
fortes evidéncias que a necrose retiniana associada a lesdes primérias e
recorrentes de retinocoroidites é atribuivel a proliferacdo de parasitas na
forma de taquizoitos, enquanto que a reacdo inflamatoria e suas complicacdes
associadas seriam resposta de hipersensibilidade aos antigenos do toxoplasma
(O’CONNOR, 1970).

Sabe-se que a transi¢do de taquizoito em bradizoito com formacdo de
cistos acontece rapidamente nos primeiros dias depois de instalada a lesdo

ativa (SAHM et al., 1997), porém, as lesbes oculares permanecem
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clinicamente ativas devido a inflamagdo associada, que demora vérias
semanas para desaparecer.

Episodios transitérios de inflamacdo intra-ocular acontecem em
pacientes com cicatrizes na retina, sem sinais de foco retiniano ativo
(FRIEDMAN & KNOCK, 1969). A fisiopatologia basica desses episddios é
desconhecida. Acredita-se que poderia haver episddios de reativagdo
abortivos, onde a proliferacdo de organismos liberados dos cistos é controlada
pelas defesas do hospedeiro antes do aparecimento de destrui¢cdo clinicamente
evidente da retina, ou poderia ser reacdo contra antigenos parasitarios sem a
presenca de proliferacdo de organismos.

Tem sido sugerido que reagfes auto-imunes podem também participar na
resposta inflamatéria associada com retinocoroidite toxoplasmica, tendo
reacdo ao antigeno S ou a outros antigenos retinianos (NUSSENBLATT,
1989, WHITTLE, 1998).

Os fatores especificos responsaveis pelas recorréncias da retinocoroidite
toxoplasmica permanecem desconhecidos. Tém sido propostos diversos
fatores que poderiam contribuir para reativacdo da doencga, dentre os quais
podem ser incluidos; mudancas senis no tecido dos cistos com liberacdo de
parasitas ou antigenos; traumas; modificacbes hormonais ou imunologicas
transitorias (O’CONNOR, 1983).

Em relacdo as cepas do toxoplasma sdo reconhecidas trés tipos
genotipicamente diferentes, identificadas como tipos I, Il e Ill. Os trés tipos
tém potenciais diferentes de agressividade em modelos animais. A cepa | é
altamente virulenta no camundongo, enquanto os tipos Il e 1l ndo apresentam

essa caracteristica (SIBLEY & BOOTHROYD, 1992).



17

A cepa tipo |l predomina nas infec¢des congénitas na Franca e América
do Norte, enquanto o tipo | € mais comumente encontrado nas infeccdes
congénitas na Espanha (HOWE et al., 1997; FUENTES et al., 2001).

VALLOCHI et al., (2005), estudaram 92 olhos do banco de olhos de Sao
Paulo e dois olhos enviados da cidade de Erechim, esses ultimos enucleados
por toxoplasmose ocular. Nove olhos do banco de olhos tinham cicatrizes de
toxoplasma. Foi identificada por PCR a cepal nos 11 globos oculares.

ARAUJO et al. (1997), demonstraram que utilizando cepas diferentes de
Toxoplasma gondii em camundongos cronicamente infectados, a imunidade da
infeccdo priméaria poderia ndo ser suficiente para prevenir doenca e
mortalidade ap6s reinfeccdo. Os camundongos desenvolveram a doenca e
morreram de toxoplasmose aguda quando reinfectados por uma cepa diferente
daquela que causou a infeccéo primaria.

A imunossupressdo aumenta a frequéncia de recidivas, uma vez a
reducdo dos linfocitos T helper 1 e interleucinas permitem que os parasitas
gue emergem dos cistos se desenvolvam (NA HE et al., 1997). Os pacientes
com AIDS desenvolvem lesdes mais extensas e reativacdes mais frequentes,
especialmente se o tratamento € descontinuado, gquando comparados com
imunocompetentes. Situacdo semelhante pode ser observada em pacientes que
recebem drogas imunossupressoras (HOLLAND, 1988; NICHOLSON &

WOLCHOK, 1976).
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1.2.4 - CARACTERISTICAS FUNDOSCOPICAS.

No estudo do segmento posterior do globo ocular, observam-se dois tipos
de lesdes: ativas e cicatriciais.

A lesdo ativa é aquela que compreende qualquer uma das fases
evolutivas, desde a lesdo inicial até a fase de regressao, passando pelas fases
de méxima atividade.

A lesdo inicial surge como uma retinite, que parece estender-se desde a
camada plexiforme interna até a plexiforme externa da retina, ndo atingindo
as camadas mais periféricas. Secundariamente, h4 o comprometimento da
corbide, sendo a lesdo ocular tipica uma 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 esta comprometida, sendo mais raro o
comprometimento escleral. A lesdo pode ser Unica ou satélite a outra pré-
existente, porém é sempre focal. O formato é oval ou circular, de tamanho
variavel, desde 1/10 de diametro discal até 2 quadrantes da retina.

A vitreite pode ser importante, apresentando condensagdo de fibras
colagenas, formacgéo de cilindros vitreos e, com freqiéncia, descolamento do
corpo vitreo posterior. Proximo a éarea da lesdo pode haver hemorragias
resultantes da vasculite, que é predominantemente venular. Pode haver
inflamacao da camara anterior, com células e “flare”, sendo esse ultimo sinal,
exsudato de proteinas no humor aquoso da caAmara anterior.

O processo evolutivo segue um curso benigno e autolimitado. Apds um

periodo variavel de tempo ocorre pigmentacdo, sobretudo nas margens da
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lesdo. O tempo de cicatrizagdo depende da cepa do parasita, do estado
imunolégico do hospedeiro, do tamanho da leséo e do tratamento aplicado.

As lesdes cicatrizadas apresentam margens bem delimitadas, graus
variaveis de hipertrofia do epitélio pigmentério e atrofia retinocoroideana. Na
area central, atrofica, 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
(OREFICE, 2005).

A lesdo em rosacea macular, segundo alguns autores, patognomoénica de
toxoplasmose ocular congénita, consiste em uma coroa radiada de pigmento
dirigindo-se a uma area central de necrose, o que d4 o aspecto de “roda de
carroca”. As traves fibrdticas séo freqlentes e geralmente sdo originadas na
lesdo estendendo-se a outras areas da retina, podem se espalhar até o disco
optico ou comunicar duas lesdes vizinhas.

As lesBes podem ser Unicas ou multiplas.

1.2.5 - ASPECTOS IMUNOLOGICOS.

O Toxoplasma gondii se multiplica dentro das células no local da
invasdo, sendo o trato gastro-intestinal a principal via de entrada na natureza.
Bradizoitos liberados de cistos teciduais ou esporozoitos liberados de
oocistos penetram e se multiplicam dentro das células intestinais. Os
microorganismos atingem os nédulos linfaticos mesentéricos e se distribuem
aos orgaos distantes. O Toxoplasma gondii infecta todo tipo de células por

meio de um processo ativo. A sobrevida do taquizoito é devida & formagéo de
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um vacuolo parasitéforo que o protege contra a fusdo lisossomal, em
conseqiéncia, ndo acontece acidificagdo. A invasdo ativa do macréfago pelo
taquizoito ndo desencadeia mecanismos oxidativos destrutivos. Com o
aparecimento da imunidade celular e humoral, somente o0s parasitas
protegidos pelo habitat intracelular ou dentro dos cistos sobrevivem. Uma
efetiva resposta imunitaria reduz significativamente o niumero de taquizoitos
em todos os tecidos, sendo eliminados por respostas mediadas por oxigénio,
acidificacdo, nitrogénio, flutuacbes osmoticas, deplecdo intracelular de
triptéfano e reagbes antigeno-anticorpo mediadas pelo complemento.
(MONTOYA et al., 2004).

A formacdo de cistos comeca nos diferentes érgéos e tecidos durante a
primeira semana de infecgcdo, persistindo primariamente no cérebro, olho,
musculo esquelético e musculo cardiaco, sendo eles os responsaveis pela
infeccdo crbénica ou latente. A ruptura de formas cisticas seguida pela
incontrolavel proliferagdo de taquizoitos e destruicdo tecidual leva ao
aumento progressivo de lesbes necroticas (HOFFLIN, CONLEY &
REMINGTON, 1985).

A infeccdo pelo Toxoplasma gondii induz resposta celular e humoral.
Uma efetiva e bem organizada resposta imune leva ao rapido desaparecimento
dos parasitas do sangue periférico durante a infeccdo aguda e limita a carga
parasitaria nos diversos orgaos. A imunidade no hospedeiro imunocompetente
€ mantida durante toda a vida.

As células T, macrofagos e citocinas tipo | (Interferon gama e
interleucina 12) sdo importantes para o controle da infeccdo pelo T. gondii.

Tem sido visto que as células CD8+ e CD4+ representam importante papel
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protetor (GAZINELLI, 1993). Uma rapida e marcada producdo de células T a
e B nos estagios precoces da infeccdo, conjuntamente com a secregdo de
citocinas e fator de necrose tumoral a levam a lise do toxoplasma na célula
infectada.

As citocinas tém um papel importante na defesa contra a infeccéo pelo T.
gondii. A sobrevida de células T é aumentada pela IL-12, possivelmente
através do aumento da producdo de IFNy por células natural killer. Tém-se
observado que o IFNy tem um importante papel na prevengédo e
desenvolvimento de encefalite toxoplasmica em camundongos (SUZUKY,
1989). A administragcdo de anticorpos monoclonais contra IFNy em
camundongos cronicamente infectados leva a um agravamento severo do grau
de encefalite, enquanto o tratamento com a citocina reduz significativamente
a resposta inflamatéria e o nimero de taquizoitos.

Fator de necrose tumoral a € outra citocina essencial para o controle da
infeccdo. Funciona como gatilho para ativacdo do IFNy e do Oxido nitrico
(inibidor da replicacéo de T. gondii), produzido pelos macrofagos.

In vitro, tém sido visto que a IL10 inativa macréfagos e leva a reducao
dos parasitas. As interleucinas 4, 6 e 7 também tem papel protetor contra T.
gondii em camundongos. (KASPER, 1995). Durante os estagios precoces da
infeccéo, IL-12, IL-1 e o fator de necrose tumoral a atuam em conjunto com a
IL-15 para estimular as células natural killer a produzir IFNy (HUNTER,
1995).

Anticorpos 1gG e IgM sé&o produzidos em resposta a infeccdo, os quais
tém a capacidade de lisar os taquizoitos extracelulares guando combinados

com o complemento. O aparecimento desses anticorpos traduz a resposta
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humoral a infeccdo recém adquirida, assinalando a soroconversdo. As curvas
de ascensdo e queda de titulos dos diferentes anticorpos obedecem a ritmos
diferentes. O que caracteriza trés perfis sorolégicos na evolucdo da
toxoplasmose (CAMARGO, 1977).

Nas primeiras semanas da primoinfec¢cdo, ainda na vigéncia de
parasitemia, surgem anticorpos especificos representados pelos isotipos IgM,
IgA, IgE e principalmente 1gG, caracterizando o perfil da toxoplasmose
recente. Nesse estagio, pose ser constatado que a 1gG apresenta baixa avidez.

A seguir se configura o perfil de transicdo, com niveis ainda elevados de
anticorpos 1gG, de avidez crescente. Estdo diminuindo os anticorpos IgA e
IgE e IgM, geralmente presentes em titulos baixos. Progressivamente, esse
quadro d& lugar ao perfil de infeccdo latente ou crénica, que se mantém por
toda a vida com anticorpos 1gG de baixos titulos e de alta avidez e auséncia
dos outros isotipos. A transicdo dos perfis de infeccdo recente para o estado
de laténcia € mais ou menos lento, em semanas ou meses, dependendo do
estado imunitario do paciente.

De acordo com PAIVA (1986), em camundongos, a imunidade humoral
proporciona protecdo para cepas pouco virulentas, sendo menos eficiente
contra cepas de maior viruléncia.

Trabalhos experimentais em animais tém apontado que as membranas
mucosas do organismo s&o induzidas a produzir IgA secretora (IgAs) durante
ainfeccdo com os cistos de T. gondii (CHARDES et al., 1990).

MACK & MCLEOD (1992) demonstraram que a IgA secretora esta

presente no colostro de mulheres com infec¢éo crénica e aguda, indicando que



23

a infeccdo aguda verdadeiramente coincide com uma resposta imunitéria das
mucosas.

O globo ocular encontra-se coberto por uma membrana mucosa
denominada conjuntiva e uma camada aquosa denominada filme lacrimal,
sendo esse filme produto do sistema secretor lacrimal. Esse sistema esta
formado pela glandula lacrimal principal e pelas glandulas acessoérias, as
tltimas distribuidas na sustancia propria da conjuntiva. Ainda participam na
producéo do filme lacrimal, glandulas produtoras de lipideos localizadas nas
palpebras e células que produzem mucina, dispostas na superficie conjuntival
(BRONG & KARA-JOSE, 1997).

O filme lacrimal é uma complexa solucado de ions e proteinas produzidas
por dois tipos de células secretoras: os plasmocitos do sistema imune e as
células secretoras ductais e acinares do epitélio secretor da glandula lacrimal.
Os plasmoécitos sdo encontrados nos espacos intersticiais da glandula lacrimal
e tém intercambio com Orgdos linfaticos de outras estruturas, tais como o
tecido linfatico associado do intestino (GALT). Sua funcéo € secretar IgA. As
células acinares do epitélio secretor tém trés funcbes principais: sintetizar e
secretar proteinas especificas, secretar agua e transportar a IgA secretada
pelos plasmécitos do compartimento intersticial ao lumen da glandula
(WALCOTT, 1998).

As proteinas especificas encontradas em alta concentracdo na lagrima
sdo: lipocalina, lactoferrina e lizosima. Em menores concentracdes podem ser
encontradas amilase, peroxidase, ativador de plasminogénio, prolactina, fator
de crescimento epiderméide (EFG), fator B transformador de crescimento

(TGF- B), endotelina-1 e retinol (BALLOW et al., 1983).
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A osmolaridade do fluido lacrimal é de 300mM e contém Na+
(128,7mM), K+ (17mM), CI" (141,3mM) e bicarbonato (12,4mM). Portanto,
tem a mesma osmolaridade do plasma, porém menos Na+ (140mM no plasma),
mais K+ (4mM no plasma) e mais CI" (100mM no plasma).

A IgA produzida nos plasmécitos é secretada como um dimero,
diferentemente da IgA sérica, que é monomérica. Esse dimero esta ligado por
uma proteina chamada “J chain”, que também é sintetizada pelo plasmocitos.
Esse complexo constitui a IgA secretora ou soluvel. Para esse complexo
alcancar o lumen glandular, a célula acinar produz uma glicoproteina
conhecida como “componente secretor” (SC) que possui alta afinidade com o
complexo secretor (LIU, 1981). A SC-slgA (complexo secretor) €
transportada por endocitose até a superficie apical. Uma vez na superficie, o
componente secretor protege a imunoglobulina da acdo das enzimas presentes
no filme lacrimal e ndo fixa complemento. Existem dois estimuladores do
recrutamento da IgAs que permitem sua saida da glandula lagrimal: o fator
transformador de crescimento alfa (TGPa), produzido pelas células T e
macrofagos, e a interleucina 5 produzida pelos linfécitos T CD4+ ativados
(DE LA TORRE & NUNEZ, 2002).

A imunoglobulina A é responsavel por 5 a 10% de todas as proteinas
plasmaticas nos adultos normais. Apresenta vida média de sete dias e é
sintetizada em média de 8 a 10mg/dia. A vida média curta e 0s baixos niveis
de sintese sdo responsaveis pelos baixos niveis plasmaticos.

Nos mamiferos, a IgAs é a imunoglobulina dominante nas lagrimas,

porém pequenas quantidades de I1gG e IgM também s&o produzidas pelos
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plasmocitos na glandula. A 1gG ndo é transportada como a IgA porém
pequenas quantidades se difundem através das células epiteliais.

Inibicdo da aderéncia de patdégenos, neutralizacdo de virus, enzimas e
toxinas, bem como inibicdo da absorbancia de antigenos sdo algumas das
funcdes da IgAs.

A aplicacdo de antigenos na conjuntiva resulta em producédo local de
células com memoria especificas que respondem a posteriores aplicacdes
topicas 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 imunizacdo intestinal ndo resulta em imunizacdo conjuntival, porém
parece estimular a conjuntiva por meio de células especificas com memoria
gue migram aos foliculos linfaticos conjuntivais (PU et al., 1983).

Anticorpos secretores IgA, especificos antivirus Herpes Simples, tém
sido demonstrados no filme lacrimal de individuos portadores de ceratite
herpética recorrente (PEDERSEN et al, 1982, FOX et al, 1986). Estudos
também relatam as agBes da IgA secretora da lagrima contra antigenos de
Pseudomona aeruginosa em lentes de contato, mostrando que diminui a
adesdo do microorganismo nas mesmas, tendo assim um importante papel
protetor da cérnea (LAN, et al., 1999).

MEEK et al. (2000) investigaram a IgAs anti-T. gondii na lagrima de 62
individuos normais, funcionarios do proprio laboratorio 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.
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LYNCH et al., (2004) estudaram associagdo entre uveite posterior ativa
presumivelmente por Toxoplasma gondii e IgA secretora especifica na
la4grima, constatando que os pacientes com a doenca tinham 18 vezes mais
chances de apresentar IgA secretora da lagrima positiva quando comparado
com os controles (odds ratio = 18,61. p=0,0001). A analise da média
aritmética das absorbancias de IgA secretora anti-T. gondii da lagrima
mostrou intensidades maiores nas reagfes dos portadores da doenca quando
comparados com o0s controles. A sensibilidade e especificidade foram
determinadas encontrando valores de 84% para a sensibilidade e 78% para
especificidade do teste. Todos os pacientes com a doenca ocular tiveram a
IgA no soro positiva.

Esse mecanismo imunolégico, combinado com um ativo sistema
fagocitario e de lisozimas no filme lacrimal, forma a primeira linha de defesa
do bulbo ocular contra a invasdo microbiana e estabelecimento de processos
infecciosos dos quais, a IgA secretora parece ser 0 anticorpo mais importante.

(SETTIPANE et al., 1965, JAN et al., 2002).

1.2.6 - DIAGNOSTICO LABORATORIAL.

Desde que as manifestacdes clinicas da toxoplasmose séo variadas e

inespecificas, o diagnostico laboratorial tem marcada importancia e,

classicamente, tem se baseado na pesquisa de anticorpos contra o parasita.

1.2.6.1 - PESQUISA DO PARASITA OU DE SEUS COMPONENTES.
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A infeccdo aguda pode ser diagnosticada pelo isolamento do parasita ou
amplificacdo do seu DNA no sangue ou outros liquidos orgéanicos.

A inoculacdo de fluidos corporais suspeitos (sangue, liquor, liquido
amniodtico, vitreo) na cavidade peritoneal de camundongos constitui um
método de alta sensibilidade. Os parasitas se multiplicam por 30 dias e sao
detectados no liquido peritoneal dos animais (FRENKEL, 1997).

Na fase aguda da doenca é possivel detectar material antigénico do
parasita ou complexos imunes de antigenos parasitarios no soro do paciente.
Porém, pela transitoriedade e inconstancia da antigenemia, € um método de
pouco valor diagnostico. Tem sido referida boa sensibilidade na pesquisa de
antigenos na urina de pacientes com neurotoxoplasmose (FACHADO et al.,
1994).

Na fase crbnica, o parasita pode ser encontrado de forma esporadica em
cortes histolégicos corados pela hematoxilina (CAMARGO, 2001) ou
evidenciar antigenos por imuno-histoquimica, utilizando anticorpos
especificos e coloragdo imunofluorescente ou imunoenzimaética.

A utilizacdo da PCR (“Polymerase Chain Reaction”) permite a
identificacdo de segmentos caracteristicos de &cidos nucléicos do parasita
apos ampliados pela reacdo em cadeia da polimerase. A pesquisa pode ser
realizada em diversos liquidos organicos, incluindo humor aquoso e humor
vitreo, sendo de utilidade para diagnostico de toxoplasmose ocular (KASUMI
et al., 1996; BORNAND & GOTTRAU, 1997; JONES et al., 2000). A
sensibilidade em liquido cérebro-espinhal de pacientes com encefalite

toxopladsmica, varia de 11 a 77%, enquanto a especificidade é 100%
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(DUPOUY-CAMET et al, 1993). Em amostras de humor aquoso em pacientes

imunocompetentes, GROOT-MIJNES J. (2006) relatou 36% de positividade.

1.2.6.2 - TESTES SOROLOGICOS.

SABIN & FELDMAN (1948), deram inicio a era da sorologia em
toxoplasmose, ao introduzir a reagdo do corante que leva seu nome, conhecido
também como “dye test”. Possui boa sensibilidade e especificidade. Mede
principalmente anticorpos 1gG, que geralmente aparecem uma a duas semanas
apos o inicio da infecgdo, apresentam pico entre a sexta e oitava semana, para
diminuir gradualmente em um a dois anos (ANDERSON & REMINGTON,
1975). Os titulos, geralmente baixos, podem persistir por toda a vida. O teste
€ pouco usado por utilizar microorganismos vivos na reacgao.

O teste de imunofluorescéncia indireta (IFA) mede Ac 1gG e IgM e
demais imunoglobulinas.

Os anticorpos IgM aparecem e declinam mais rapidamente que os Ac 1gG
e tém sido amplamente usados para diagnoéstico de infeccdo aguda.

Resultados falsos positivos aparecem em presenca de Ac anti-nucleares e
fator reumatdéideo. Falsos negativos podem acontecer para 1gG quando os
titulos da imunoglobulina sdo muito baixos. E recomendavel a padronizag&o
da IF-1gG com o soro de referéncia da OMS, para corrigir diferencas entre os
resultados do teste no diversos laboratorios. Para anticorpos IgM e IgA néo
de dispde de soro de referéncia e os resultados s8o expressos em titulos

correspondentes a dilui¢do dos soros.
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Teste de hemaglutinacdo: utiliza hemécias de aves recobertas por
antigenos completos do parasita, aglutinaveis por anticorpos tanto 1gG quanto
IgM. Apresenta alta sensibilidade. Os titulos sédo expressos pela maior
diluicdo dos soros reagentes.

O teste de aglutinacdo direta detecta anticorpos IgG anti-toxoplasma
utilizando suspensbes de toxoplasma fixadas pelo formol ou por acetona.
Trata-se de um método facil de realizar e de baixo custo, razdo pela qual tem
sido considerado atil para propoésitos de triagem (DESMONT &
REMINGTON, 1980). Para o teste de aglutinacdo do latex, sdo utilizadas
particulas recobertas por antigenos do parasita, porém este método € pouco
utilizado.

Nos testes imunoenziméticos (Enzime-Linked Imunosorbent Assay -
ELISA), estratos ou fragcOes antigénicas do toxoplasma fixados em placas
inertes sdo incubados com dilui¢des dos soros a testar e conjugado enzimatico
antiglobulina (G, M, A ou E). Sob a acdo de uma enzima o produto podera
desenvolver cor, cuja intensidade, lida no espectrofotdémetro, é proporcional a
guantidade de anticorpos no soro. Foi introduzido o teste de avidez da 1gG
para diferenciar infeccdo recente de infeccédo crénica. Esse método se apdia
no fato de que durante a infec¢cdo aguda, os anticorpos fixam debilmente o
antigeno (baixa avidez), enquanto na fase cronica da doenca a fixacédo é forte
(avidez alta). Tém sido visto que a avidez é alta se a infeccdo aconteceu entre
trés a cinco meses antes (HEDMAN et al., 1989).

PAUL (1999), analisou o soro de 23 pacientes com infeccdo por T.
gondii recentemente adquirida comparando avidez da 1gG com 19 pacientes

portadores de toxoplasmoses com até seis meses de duracdo, concluindo que
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baixa avidez da 1gG nem sempre identifica um caso de infecgéo recente, mas
IgG com avidez alta, pode excluir infeccdo primaria com menos de cinco
meses de evolucéo.

A reatividade de anticorpos para diferentes componentes antigénicos do
toxoplasma pode ser evidenciada pelos testes de immunoblot. Tiras de
nitrocelulose com esses componentes, distribuidos como bandas de pesos
moleculares crescentes, sao incubadas com soros ou outros liquidos organicos
(liquor, humor aquoso) e a reacdo revelada por um conjugado
imunoenzimatico (anti-lgG, anti-lgM, anti-lgA) que origina perfis de
reatividade, que tém sido utilizados com fins diagndsticos, inclusive pela
elevada  sensibilidade, que permite evidenciar reagdes contra bandas
especificas, por vezes insuficientes para originar um sinal detectavel em
testes como ELISA. CHUMPITAZI et al. (1995,) apontaram a técnica como
uma contribuicdo importante para o diagnostico da toxoplasmose congénita.

Testes de Captura: tem como objetivo eliminar os falsos positivos por
interferéncia do fator reumatdide. Em cavidades de placas recobertas pos
anticorpo anti-lgM, sdo incubados os soros. Uma amostra de suas IgM é
capturada na cavidade. Segue-se nova incubacdo com antigeno de toxoplasma
marcado por enzima, na qual ira se fixar, na eventualidade de existir, em meio
as IgM, aquelas especificas para o toxoplasma,. Nos testes positivos se obtém
desenvolvimento de cor. E preciso assinalar, entretanto, que estes testes, de
alta sensibilidade, podem detectar niveis diminutos de anticorpos IgM,
eventual mente presentes por longos periodos apos a fase aguda da doenca.

O teste ISAGA (Imununosorbent Agglutination Assay) captura o0s

anticorpos IgM antitoxoplasma, evidenciando a aglutinacdo de suspensao de
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toxoplasmas, incubadas apds o soro nas cavidades da placa, revestida por
anticorpos anti 1gM. Permite avaliacdo quantitativa dos graus de aglutinagéo
resultantes. Também pode ser utilizado para identificacdo de anticorpos IgA e
IgE. STEPICK-BICK et al., (1990) relataram que pode ser considerado util
como um indicador de infeccdo recente, bem como para diagnéstico de
infeccdo congénita.

IgA pode ser detectada no soro de adultos infectados e de criangas
infectadas congenitamente por método de ELISA ou ISAGA. De acordo com
FRANCIS et al. (1993), a IgA especifica no soro aparece geralmente duas a
guatro semanas apos a primoinfe¢do, com pico em redor do segundo o terceiro
més, desaparecendo apoOs sete a nove meses. Pode ser encontrada elevada até
um ano apos a infecgcdo se os métodos utilizados forem sensiveis.

A presenca de anticorpos IgE, detectaveis por método de ELISA, também
tem sido considerada como marcador de atividade da doenca tanto em adultos,
como em infeccdo congénita. A duracdo é menor que os anticorpos IgA e IgM
(PINON, 1990). Para diagnéstico de toxoplasmose neonatal a IgE é menos
sensivel que a IgA e IgM, porém a medida simulténea dos trés anticorpos
aumenta a probabilidade do diagnodstico para 81% (FUODRINIER et al,

2003).

1.2.6.3 - OUTROS EXAMES.

Estudos radioldgicos podem ser particularmente Gteis em pacientes com

toxoplasmose no sistema nervoso central. A presenca de calcificacfes em um
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recém nascido, detectadas por radiografia, ultra-sonografia ou tomografia
computadorizada levanta forte suspeita de toxoplasma como causa da
enfermidade. Em criancas gravemente afetadas por toxoplasmose congénita é
frequente encontrar dilatacdo uni ou bilateral dos ventriculos cerebrais.

Em imunodeficientes com encefalite toxoplasmica a tomografia mostra
lesBes cerebrais multiplas, embora lesdes Unicas ndo afastem o diagndstico da
doenca.

Ressonancia nuclear magnética, tomografia com emissdo de positrons e
ressonancia magnética espectroscopica, sao técnicas radiolégicas que tém
sido utilizadas para diferenciar pacientes portadores de AIDS e encefalite
toxoplasmica de linfomas priméarios do sistema nervoso central (RANSEY &
GEAN, 1997).

Exame do liquor pode ser atil em determinadas oportunidades. Um
exemplo é a demonstracdo de IgM especifica em recém nascidos com infeccéo

congénita.

1.2.6.4 - EXAMESEM TOXOPLASMOSE OCULAR.

Na toxoplasmose ocular, geralmente ndo ha correlacdo entre os niveis de
anticorpos séricos 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 (OREFICE, 2005). Sendo assim, pode-se concluir que os testes

soroldgicos ajudam pouco no diagndéstico da doencga ocular.
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Nos casos de lesdes atipicas, a sorologia negativa pode excluir a
toxoplasmose, mas a 1gG positiva faz apenas o diagnostico presuntivo da
doenca, devido a alta prevaléncia de anticorpos na populagéo.

Nos casos em que o diagnéstico diferencial se imp0de, a determinacdo dos
titulos de 1gG especifica no humor aquoso pode fornecer esclarecimento. Sao
comparados 0s niveis de anticorpos no soro com o0s encontrados no humor
aquoso, sendo possivel definir se ha producdo intra-ocular de anticorpos, o
gue indicaria toxoplasmose ocular ativa. Isto constitui o Coeficiente de
Desmonts (DESMONTS, 1960; 1966; 1973). A equacdo para o calculo e

resultados sugeridos pelo autor pode ser observada a seqguir.

COEFICIENTE DE DESMONTS

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

(Titulos de anticorpos no soro) X (1gG total no humor aquoso)

Resultados: 0.5 a2 — normal
2 a7 — sugere producdo intra-ocular de anticorpos

>/= 8 — producéo intra-ocular significativa

Para a realizacdo desse exame € necessaria a puncdo da camara anterior
para coleta de humor aquoso. Embora seja um procedimento que apresente

baixo risco de complicacgdes, tratasse de um método invasivo.
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BORNARD & GOTTRAU (1997), analisaram soro e humor aquoso de 90
pacientes, medindo o coeficiente de Desmonts para avaliar a producgéo local
de anticorpos e confirmar o diagnodstico 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. Nessa analise, o0 humor aquoso se mostrou mais eficiente do que a
analise de anticorpos no soro para diagndéstico de toxoplasmose ocular.

GARGEW et al. (1998), analisaram o humor aguoso e soro de 27
pacientes. Foram encaminhados para dois laboratérios de referéncia para
realizacdo 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.
Encontraram sensibilidade de 41% para o indice de Desmont-Witmer, 28%
para PCR, 22% para a determinacdo de IgA e 15% para avidez de IgG.
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
meétodo rotineiro.

RONDAY et al. (1999), estudaram soro e humor aquoso de 155 pacientes
que foram testados para 1gG, IgA e IgM. Concluiram que a 1gG intra-ocular
esta presente com maior freqiéncia na resposta humoral contra o toxoplasma,
seguido por IgA. A determinacdo de IgA no humor aquoso mostrou ser util

como teste adicional para diagnéstico de toxoplasmose ocular.
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Outros estudos corroboram que a medida da IgA especifica para
Toxoplasma gondii no humor aquoso contribui substancialmente para o
diagnostico da doenca ocular (KATINA et al., 1992; GARWEG et al., 1998;
2000).

Para a interpretacdo dos resultados sorolégicos ha que considerar as
caracteristicas de cada entidade clinica em particular (toxoplasmose
congénita, adquirida), diferenciando os pacientes imunocompetentes dos
imunodeprimidos.

Em casos especificos de toxoplasmose ocular, outros exames podem ser
de utilidade como acontece com a angiofluoresceinografia retiniana e
angiografia retiniana com indocianina verde, que podem orientar no
diagndéstico precoce de uma reativagdo ainda ndo visivel a fundoscopia ou
para esclarecimento de complicacbes como membrana epiretiniana,
descolamento seroso do estrato pigmentoso da retina ou neovascularizacéo
subretiniana (AMARO & MUCIOLY, 2005; ATMACA, et al., 2006).

O exame de tomografia de coeréncia éptica (OCT) € um moderno recurso
para propedéutica ocular que realiza cortes transversais da retina, gerando
imagens de alta resolucédo. Processos inflamatérios aparecem como areas
altamente refletivas (OREFICE, J. L et al., 2006).

Ainda, a ecografia ocular pode ser utilizada nos casos de intensa
turvacdo vitrea ou de sinéquias posteriores, situacbes que inviabilizam a

realizacdo da fundoscopia.
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2 - QUESTAO DA PESQUISA.

A determinacdo de IgA secretora especifica na lagrima é um teste
valido para diagnoéstico da uveite posterior ativa presumivelmente por

Toxoplasma gondii?

2.1 - DEFINICAO DOS OBJETIVOS.

2.2 - GERAL.

- Verificar a validade da determinagdo da IgA secretora especifica nos

portadores de uveite posterior ativa presumivel mente por Toxoplasma gondii.

2.3 - ESPECIFICOS.

- Determinar presenca e niveis de IgA secretora especifica na lagrima
nos portadores de uveite posterior ativa presumivelmente por Toxoplasma
gondii com padréo ouro.

- Determinar presenca e niveis de IgA secretora especifica na lagrima
nos portadores de uveite posterior ativa provocada por outras etiologias.

- Determinar presenca e niveis de IgA secretora especifica na lagrima
nos portadores de uveite posterior ativa por possivel toxoplasmose, sem

padréo ouro.
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3 - DESENHO DO ESTUDO.

Considerando que o objetivo foi realizar um estudo do teste de IgA
secretora anti-toxoplasma na lagrima dos individuos portadores de uveite
posterior ativa presumivelmente por T. gondii, no ensejo de proporcionar um
instrumento que atendesse a maxima validade e utilidade diagndstica no
exercicio clinico, optou-se por um modelo de validagcdo. Através dele
procurou-se verificar se o resultado do teste é capaz de diferenciar uveite
posterior ativa presumivelmente por T. gondii de uveite provocada por outras
etiologias, permitindo assim, certificar seu nivel de validade, ou seja, quanto,
em termos quantitativos, o teste é util para diagnosticar a doenca provocada
pelo T. gondii, analisando também os valores preditivos.

De acordo com as orientagcdes de SACKETT DL. (2002), corresponde a
fase 111 da metodologia no estudo de investigacdo de testes diagndsticos, no
qual foram observadas rigorosamente as orientagbes metodologicas
preconizadas, a saber: utilizacdo de padrdo ouro, mascaramento,
independéncia, ponto de corte e reprodutibilidade.

Para tal foram comparados os resultados do teste realizado nos
portadores de uveite posterior ativa com os de um padrdo, que poderia ter
sido o estado do paciente (padréo clinico), um exame, ou conjunto de exames
julgados mais adequados, que seriam utilizados como referéncia.

No presente estudo, foi utilizado como “padréo ouro” as caracteristicas
clinicas da lesdo ocular e/ou pardmetros de laboratério, aceitos pela
comunidade cientifica, em relacdo & etiologia toxoplasmica. (GARWEG,

2005).
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4 - OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA.

4.1 - POPULACAO DA PESQUISA.

4.1.1 - POPULACAO ALVO.

Para efeitos desse estudo, foi definida como populagdo alvo os
individuos portadores de uveites posteriores ativas provenientes do Estado de

Pernambuco bem como individuos portadores da mesma doenca do Estado de

Minas Gerais.

4.1.2 - TIPO DE AMOSTRAGEM.

Foi utilizada amostragem n&o probabilistica, do tipo “conveniéncia”,
selecionando os individuos a partir de um julgamento de valor, nesse estudo,
a partir da presenca de uveite posterior ativa.

Esse tipo de amostra constitui, geralmente, um conjunto nao
representativo de todos os pacientes, portanto a generalizacdo, em termos
rigidos, ndo pode ser feita, ndo podendo expressar 0 que ocorre na
comunidade como um todo embora, seja uma aproximagao de grande utilidade

para o que acontece em situacdes semelhantes (PEREIRA, 2000).
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4.1.3 - DEFINICAO DO TAMANHO DA AMOSTRA.

O célculo do tamanho da amostra foi realizado tomando como
referéncia os dados obtidos por LYNCH et al., (2004) que apontaram
sensibilidade de 84% e especificidade de 78% para o teste de IgAs na lagrima
dos portadores de uveite por T. gondii. Para realizar esse calculo utilizaram-
se 0s parametros a seqguir:

1 - Estimativa da proporcdo esperada da variavel de interesse na
populacéo, ou seja, qual percentual de pacientes com a doenca espera-se que
tenham o teste positivo. Nesse caso a estimativa da presenca de IgA secretora
anti-toxoplasma na populagéo estudada no trabalho descrito alcangou 84%.

2 - Intervalo de Confianga definido em 95%.

3 - Erro maximo aceitavel de 5.0%.

Formula:

N= Z%[P (1-P)] / D?
Onde: P = proporcéo esperada
D = semi-amplitude do IC

Z =1,96 (paraa = 0,05 e IC 95%)

De acordo com esse calculo e aplicando a formula para sensibilidade:
N = 88 individuos com uveite posterior ativa presumivelmente por

Toxoplasma gondii.
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A mesma formula aplicada & especificidade e na expectativa que 78.0%
dos individuos portadores de uveite posterior ativa de outras etiologias
tenham teste negativo, mostrou que 121 individuos deveriam ser incluidos no

estudo.

4.2 - DEFINICAO DAS VARIAVEIS.

4.2.1 - DEFINIGCAO DE UVEITE POSTERIOR ATIVA.

Uveite é um termo utilizado para designar inflamacdo da Uvea
(TOLEDO DE A. M. & RITCHER L. C, 2002). A Uvea é a camada média
vascular do olho, composto pela iris, corpo ciliar e cordide, protegida
externamente pela cornea e esclera (VAUGHAN & ASBURY, 1982). As
uveites podem ser classificadas de diversas maneiras, sendo as mais utilizadas
as que dizem referéncia a localizagdo anatémica das estruturas acometidas, ao
comprometimento de um ou ambos os olhos (uni ou bilaterais) e agente
etiopatogénico.

Segundo a localizacdo anatébmica do processo inflamatério podem ser
divididas em uveites anteriores, posteriores, intermediéarias ou difusas.

Uveites anteriores sdo aquelas que acometem predominantemente o
segmento anterior do olho: irite, ciclite anterior, iridociclite ou cerato-
uveites. As uveites posteriores acometem retina e cordide, podendo ser focais
ou multifocais. Intermediarias sdo aquelas que acometem primariamente o
vitreo e retina periférica. As uveites difusas afetam todos os segmentos do

olho, causando frequientemente baixa de visdo importante.
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Embora o paciente possa ndo apresentar acometimento simultéaneo de
ambos os olhos, a maioria das causas acomete os dois olhos apds meses ou
anos.

Em geral, segundo o agente etiol6gico, pode ser dito que hé agentes
infecciosos (bactérias, virus, fungos, protozoarios e helmintos), e nao
infecciosos, onde se incluem fenémenos imunolégicos, trauméaticos, toxicos e
sindromes mascaradas (MEIRA, ROCHA & OREFICE, 2005).

No presente estudo desenvolvido foi utilizada a classificagdo
anatémica, sendo considerada como uveite posterior ativa aquele quadro
clinico que apresentou comprometimento inflamatério predominantemente do
segmento posterior do bulbo ocular, podendo ser focal ou multifocal, de
acordo com a presenca de uma ou mais lesbes exsudativas (OREFICE F,
2005).

Foram considerados sinais de atividade inflamatéria do segmento
posterior do bulbo ocular os seguintes parametros:

1 - Presenca de vitreite, em qualquer grau de gravidade.

2 - Lesdes inflamatdrias ativas da retina e/ou cordide, associada ou ndo
a vasculite, bem como alteracdes provocadas pela inflamacdo que venham a
comprometer o nervo optico.

3 - Sinais inflamatérios do segmento anterior do bulbo ocular, quando
secundarios ao processo do segmento posterior (FIGUEROA, SOARES &
OREFICE, 2005).

Quanto a lateralidade, considerou-se bilateral a uveite que apresentava
lesbes em atividade inflamatéria em ambos os olhos e unilateral, quando

somente um dos olhos era acometido.
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Em relagcédo a etiologia das uveites que ndo fossem por toxoplasmose,
foram classificadas em infecciosas e ndo infecciosas. Nos casos onde nao foi
possivel determinar etiologia foram catalogadas de inespecificas ou

indeterminadas.

4.2.2 - DEFINICAO DO PADRAO OURO.

Foram catalogadas de uveites posteriores ativas presumivelmente por T.
gondii individuos que apresentaram o parametro clinico considerado para tal

ou parametros de laboratorio, podendo existir associacdes.

1 - Parmetros clinicos: os pacientes portadores de uveites posteriores
ativas, cujas caracteristicas fossem apresentar lesdes cicatrizadas, de margens
bem definidas, graus variaveis de hipertrofia do epitélio pigmentar da retina e
atrofia retinocordidea, acompanhada de lesdo satélite em atividade
inflamatéria e vitreite, presenca ou ndo de vasculite dos vasos retinianos, com
ou sem comprometimento das estruturas do pélo anterior (STANFORD et al.,

2002; GARWEG, 2005; OREFICE, 2005).

2 - Pardmetros laboratoriais:

2.1 — Presenca, no exame soroldgico, de IgM anti-T. gondii, positiva,
(titulo de 1/16 ou maior), pelo método de imunofluorescéncia (CAMARGO,
1964; OREFICE F., 2005), independente da presenca de quadro caracteristico

de padréo ouro.
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4.2.3 - DEFINICAO DO TESTE DE IgA SECRETORA ANTI

Toxoplasma gondii.

A presenca na lagrima de IgA secretora anti T. gondii, analisada por
método imunoenzimatico (ELISA), utilizando antigeno purificado da cepa RH
de Toxoplasma gondii, em niveis superiores aos definidos pelo ponto de corte,

foi considerado como positivo ou indicativo de atividade da doenca.

4.2.4 - DEFINICAO DOS GRUPOS DE ESTUDO

Definiram-se os grupos de acordo com a etiologia, no que diz respeito a
relevancia para a validacdo do teste proposto, assim permaneceram trés
grupos:

1 - Uveites posteriores ativas presumivelmente por T. gondii, aplicados
os critérios de defini¢cdo do padré&o ouro (UPAPT).

2 - Uveite posterior ativa por outra etiologia (UPAOE)

3 - Uveite posterior ativa, cujas caracteristicas clinicas sugeriam

fortemente etiologia toxoplasmica, porém ndo apresentando cicatriz

pigmentada, ou seja, “sem padréo ouro” (UPANO).

4.3. -INTEGRANTES DA AMOSTRA.

4.3.1 - CRITERIOSDE INCLUSAO.

Foram incluidos no estudo os individuos portadores de uveites

posteriores ativas, maiores de 10 anos, imunocompetentes, referidos ao



ambulatério de oftalmologia do Hospital das Clinicas da UFPE,
estabelecimento onde foi realizada a pesquisa. Os pacientes deveriam cumprir
as exigéncias pré-determinadas em relacdo aos parametros que definiram a
doenca. O diagnostico da doenca foi estabelecido através de exame
oftalmologico completo, avaliagdo de no minimo, dois oftalmologistas do
servico de uveites do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de

Pernambuco e exames sorol dgicos.

4.3.2 - CRITERIOSDE EXCLUSAO.

Foram excluidos do estudo aqueles individuos cujo exame clinico
oftalmoldgico apresentava caracteristicas semiologicas diferentes das
descritas no item defini¢cdes de termos, como também individuos que vinham
fazendo uso de corticéide por via oral nos dois meses antes da consulta.
Pacientes usuarios de imunossupressores nado participaram do estudo, bem

como os portadores de SIDA diagnosticada.

4.4 - METODOS DE COLETA DOS DADOS E CATEGORIZAGAO

DAS VARIAVEIS.

4.41- COLETA DE DADOS E AMOSTRAS.

Todos os pacientes foram atendidos no ambulatério de oftalmologia do

Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco.
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4.4.1.1 - DIAGNOSTICO CLIiNICO.

ApOs anamnese e afericdo da acuidade visual, foi realizado exame
biomicroscopico, com |ampada de fenda marca Zeiss®, das estruturas do pélo
anterior, bem como porgédo anterior do vitreo. A biomicroscopia do vitreo e
polo posterior do bulbo ocular foi realizada com lente de ndo contato, de 78
dioptrias. Foi realizada também oftalmoscopia binocular indireta com lente
asférica de 20 dioptrias. Com os exames descritos foi definido o diagnostico

de uveite posterior ativa, sendo esta categorizada em:

1 - Uveite posterior ativa presumivelmente por T. gondii, aplicados os
critérios de definicdo do padréo ouro (UPAPT).

2 - Uveite posterior ativa por outra etiologia (UPAOE)

2.1 - Uveite posterior ativa infecciosa

2.2 - Uveite posterior ativa ndo infecciosa

2.3 - Uveite posterior ativa inespecifica ou indeterminada.

3 - Uveite posterior ativa, cujas caracteristicas clinicas sugeriam
fortemente etiologia toxopladsmica, porém ndo apresentando cicatriz
pigmentada, foram classificadas como possivel toxoplasmose “sem padrao
ouro” (UPANO).

Os pacientes foram examinados, no minimo, por dois oftalmologistas do

setor de uveites.



46

4.4.1.2 COLETA DAS AMOSTRAS.

Apos o exame clinico foi realizada a coleta da amostra da lagrima. Para
analise da IgAs na lagrima foi coletada lagrima utilizando fita de papel filtro
n°. 4A, marca Toyo®, de 5.0cm de comprimento e 0.5cm de largura,
previamente esterilizado. O papel foi dobrado 0.5cm antes da porcgéo
proximal, para ser inserido no terco externo da péalpebra inferior, sem
gualquer estimulacéo, sinalizando o extremo terminal, correspondente ao dedo
do examinador. Tal precaucdo teve por objetivo facilitar a extracdo posterior
da lagrima no laboratério. Quando a coluna de lagrima molhava no minimo
3.0cm da fita de papel, a mesma era retirada e colocada em tubo de ensaio
sendo imediatamente congelada em reservatério apropriado para transporte.
Todos o0s pacientes tiveram |agrimas coletadas de ambos os olhos
separadamente, especificando o olho comprometido no formulario de cada
paciente.

As amostras de lagrima enviadas ao laboratério para analise de IgAs
especifica foram devidamente codificadas, caracterizando mascaramento do
estudo.

Coleta da amostra de sangue: foi coletada uma amostra de 10ml de
sangue venoso de todos os participantes no estudo, no laboratério do Hospital
das Clinicas, para obtencdo do soro, que foi congelado a -20° para posterior
analise no laboratério do LIKA.

As amostras de sangue para determinagao de 1gG e IgM anti-toxoplasma
ndo foram codificadas, visto que eram necessarias para o acompanhamento e

tratamento dos pacientes.
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Foi elaborado um formulério especifico para a coleta de dados, em
consonancia com 0s objetivos estabelecidos, o qual se aplicou a todos os
participantes do projeto que aceitaram participar voluntariamente no mesmo
(Anexo 1). Nesse protocolo foram anotadas as informagdes obtidas por meio
da anamnese e exame clinico, bem como os resultados dos exames

laboratoriais e evolugdo do paciente.

4.4.2 - VARIAVEISBIOLOGICASE SOCIAIS.

Foram consideradas as variaveis bioldgicas sexo e idade, bem como

procedéncia, utilizadas para caracterizagcdo da amostra.

4.4.2.1 - IDADE.

A categorizacdo dos grupos etérios foi realizada de acordo com a
orientacdo da OMS (COLI, 2002) em criancas, adolescentes e adultos. Como
no presente estudo ndo houve participacédo de menores de 10 anos, foi abolido
0 grupo das criancas. Os individuos de 10 a 19 anos foram categorizados
como adolescentes e acima de 20 anos como adultos. Os participantes foram

distribuidos em cinco grupos particulares:

1-del0al9
2-de20a30
3-de31a40
4 - de 41 a 50

5 - 51 ou mais
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4.4.2.2 — SEXO.

1- feminino

2- masculino

4.4.2.3 - PROCEDENCIA.

Corresponde ao lugar onde o paciente registrou seu domicilio: foi
utilizada a classificagdo do IBGE (IBGE, 2006) que determina como area
metropolitana a capital, Recife e 15 municipios adjacentes. Foram
considerados os 169 municipios restantes da Zona da Mata, Agreste e Sertao
como interior de Pernambuco. Os pacientes atendidos no Hospital S&o
Geraldo da Universidade Federal de Minas Gerais foram considerados como
de Minas Gerais.

Categorizacéo:

1 - &rea metropolitana

2 - interior.

3 - Minas Gerais

4.4.3 - ANALISE LABORATORIAL.

As anélises das amostras de lagrimas e soro foram efetuadas no setor de

Imunologia do Laboratorio de Imunopatologia Keizo-Asami da Universidade

Federal de Pernambuco (LIKA-UFPE). Realizaram-se dosagens de
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imunoglobulinas séricas especificas (1gG, 1gM) e IgA secretora especifica na

[agrima.

4.4.3.1 - DETERMINAGCAO DA IgA SECRETORA ANTI-T. gondii:

Preparacdo do antigeno: foram infectados camundongos Balc/c, por
injecdo intraperitoneal, com a cepa RH do Toxoplasma gondii. Apos 72 horas
foi retirado 500uL de liquido ascitico dos camundongos. Apds o sacrificio
dos animais, o liquido obtido foi submetido a centrifugacdo e posterior
ruptura do parasita por congelamentos sucessivos, para obter extrato bruto de
T. gondii, 0 que foi coletado e armazenado a -4°C. A seguir, realizou-se a
purificagdo do antigeno, para posteriormente determinar a concentracdo

protéica utilizando o método de SEDMACK (1977).
Ensaio imunoenziméatico (ELISA): para pesquisa dos anticorpos IgAs

anti—-T. gondii na lagrima, utilizou-se ensaio imunoenzimatico (ELISA),
descrito por ENGVALL & PERLMANN (1971), modificado. Para leitura da
densidade Optica 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 variagao
inter-ensaios. O valor do ponto de corte, para cada ensaio realizado, foi
determinado pela média aritmética mais dois desvios padrbes das densidades

Opticas das amostras dos soros dos controles negativos.
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4.4.3.2 - DETERMINAGCAO DE IgG E IgM ANTI-T. gondii NO SORO.

Para a determinacdo do nivel de imunoglobulinas no soro, foi utilizado
o0 método de imunofluorescéncia, segundo técnica descrita por CAMARGO em
1964. Por motivos técnicos operacionais, foram examinadas 125 mostras dos
soros (63,45%) para avaliacdo do nivel de anticorpos, sendo 52 de uveite
posterior ativa presumivelmente toxoplédsmica (UPAPT), 50 de uveite
posterior de outra etiologia (UPAOE) e 23 de uveites possivelmente por

toxoplasmose “sem padrdo ouro” (UPANO).
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5- PLANO DE TABULACAO E ANALISE DOS DADOS.

Os dados foram categorizados e agrupados para efeito de andlise, em
relacdo a variavel dependente, no caso a uveite posterior ativa. Considerando
que o principio precipuo do estudo objetiva a validacdo do teste de IgAS,
analisaram-se os dados em termos de: sensibilidade; especificidade; valores
preditivos com intervalos de confianga de 95%; razdo de verossimilhanga e

probabilidades da doencga.

TABELA PADRAO

UPAPT UPAOE TOTAL
IgAs + IgAs +
Positivos a+b
a b
IgAs - IgA -
Negativos c+d
c d
TOTAL a+c b+d a+b+c+d=n

UPAPT: uveite posterior ativa presumivelmente toxoplasmica
UPAOE: uveite posterior de outra etiologia
UPANO: uveite por possivel toxoplasmose “sem padr&o ouro”
Sensibilidade = a / a + c: proporcdo de pacientes de uveites
presumivelmente toxoplasmica, padrdo ouro, que mostraram resultado

positivo.
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Especificidade = d / b + d: proporcdo de pacientes sem uveite
presumivelmente toxoplasmica em que o resultado foi negativo.

Valor preditivo positivo (VP+) = a/ a + b: proporcdo de pacientes com
uveite presumivelmente toxoplasmica que apresentam o teste de |gA secretora
especifica da lagrima positivo e que apresentam a uveite presumivelmente
toxoplasmica segundo o diagnéstico de certeza. Indica a probabilidade do
individuo possuir a doenca, estando o teste positivo.

Valor preditivo negativo (VP-) = d/ c + d: proporcdo de pacientes sem
a doenca, que apresentam o teste da IgA secretora especifica negativo e que
possuem uveite de outra etiologia. Indica a probabilidade do individuo de ndo
ter uveite presumivelmente por toxoplasmose, estando o teste negativo.

O valor preditivo positivo e negativo sdo probabilidades poés-teste,
resultado da informacé&o proporcionada pelos valores positivos e negativos do
teste. Antes de realizar o teste existem as probabilidades pré-teste de
presencia ou auséncia da doenca. A magnitude de modificacdo entre as
probabilidades pré-teste e poés-teste reflete a capacidade de informacgéo
diagnéstica dos resultados do teste.

Os resultados do teste da IgA secretora especifica da lagrima, obtidos
nos pacientes do estudo foram analisados aplicando razdo de verossimilhanca
(razé&o de probabilidade diagnostica ou Likelihood ratio), sendo assim, foram
aproveitadas todas as informacbes disponiveis do teste. A razdo de
verossimilhanga € o quociente entre a probabilidade de se encontrar o
resultado em alguém com a doenca e a probabilidade de encontra-lo em
alguém sem a doenca.

Razéo de verossimilhanca
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Positiva (+) = sensibilidade/1 — especificidade

Negativa (-) 2 1 — sensibilidade/especificidade

A Razdo de Verossimilhanca permite avaliar em quanto aumenta a
probabilidade de ocorréncia do resultado em um individuo com a doenca em
relacdo a um individuo sem a doenca. Quanto maior a razdo, melhor o
resultado do teste para aprovar o diagnostico e, quanto menor a razdo, maior a
probabilidade de eliminar a doenca (NEWMAN, et al., 2003).

Os valores das razfes de verossimilhancas foram interpretados segundo

0 quadro abaixo:

QUADRO 1: Guia de interpretagdo dos valores Likelihood ratios (LR), por

Jaeschke et al (1994):

LR POSITIVO LR NEGATIVO INTERPRETAQAO
Altera
> 10 > 0.1 conclusivamente a

probabilidade
Altera moderadamente

~ 01-02 a probabilidade
Altera pouco a
2-5 02-05 probabilidade, mas
algumas vezes é
importante
1-2 05-1 Altera muito pouco,

raramente é importante

A relacdo entre probabilidade pré e pos-teste e razdo de verossimilhanca pode

ser determinada utilizando o nomograma de probabilidades da Figura 1.



Figura 1- Nomograma de probabilidade pré e p6s-teste
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Fig. 4. Normogram® for use with likelihood ratio to
determine pretest probability of disease if pretest
probability and likelihood ratio for test are krnown.

Os dados coletados foram processados e analisadas no programa
estatistico epi-info, versdo 6.4 e no software SPSS 13 for Windows, no
Evidence Based Medicine calculator (EBMcal), verséo 1.2, do BMJ E e no

GraphPad Instat, versdo 3.05 for Windows.



6-LIMITACOESMETODOLOGICASDO ESTUDO.

6.1 - ERRO ALEATORIO: os estudos de validacio estdo sujeitos
a erros ao “acaso”.

O fato de selecionar individuos portadores de uveite posterior
ativa que respondem a caracteristicas determinadas, pode limitar a
representatividade da amostra e, portanto, comprometer a validade
externa. Sendo assim extrapolar os resultados da populacéo selecionada
para a populacdo hipotética, pode vir a envolver uma margem de
incerteza.

Para minimizar o erro aleatério na fase de delineamento, foi
calculado o tamanho da amostra estabelecendo nivel de confiabilidade
de 95% (equivalente ao erro a de 5%) e erro maximo aceitavel de 5.0%
em relacdo as proporcdes esperadas de testes positivos e negativos,
sendo calculada as amostras para sensibilidade e especificidade em
forma separada, utilizando os parametros obtidos na literatura.

Na fase de analise foi realizado o calculo dos intervalos de
confianca e valor de “p” e razdo de verossimilhanca, para interpretacéo

dos resultados.

6.2 - ERRO SISTEMATICO: QUESTAO VIES.

Viés significa um desvio sistemético da verdade que resulta em

distorcdo dos resultados da pesquisa, comprometendo sua validade

interna.
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O conhecimento de sua possivel presenca faz necessaria,
cuidadosa atencdo, autorizando a elaboracdo de estratégias para
minimiza-los na fase de desenho e reconhecé-los na fase de analise,
permitindo adequada reflexdo em relacdo aos resultados obtidos

(FLETCHER, 1991).

6.2.1 - VIES DE SELECAO: as pessoas estudadas podem ser
diferentes, em algumas caracteristicas importantes, do resto da
populacdo que elas supostamente representam, traduzindo falha no
meétodo de sele¢do da amostra.

Poderia ter acontecido que o0s pacientes ndo chegaram ao
estabelecimento para atendimento ou que aqueles que chegaram fossem
0S mais comprometidos, ou ainda que alguns pacientes se recusassem a
participar.

Para minimizar esse tipo de erro foi solicitado aos oftalmologistas
do Estado de Pernambuco o encaminhamento de todos os individuos
portadores de uveites posteriores ativas, para avaliagdo e exames no
Hospital das Clinicas da UFPE, tornando assim a amostra o mais
representativa possivel da populacdo alvo. Para tal, foram criadas

condic¢des de atendimento rapidas e eficientes.

6.2.2 - VIES DE AFERICAO:

6.2.2.1 - ERRO DE CLASSIFICACAO: definicdo inadequada das

variaveis pode conduzir a este tipo de viés.
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Como foi apontado, o diagndéstico de certeza de uveite posterior
ativa por toxoplasmose com frequéncia apresenta dificuldades, inclusive
para clinicos experientes, visto que formas atipicas de toxoplasmose
ocular tém sido descritas, especialmente formas ndo associadas a lesGes
prévias e também quadros adquiridos onde a apresentacdo clinica pode
ser variavel (LUM et al., 2005). Esse fato diminui a verdadeira
sensibilidade do teste em estudo. Para minimizar esse viés, cientes que
ndo existe padréo ouro perfeito e sendo neste caso baseado na clinica,
foi considerado também como padrdo ouro, a presenca de IgM positiva,
independente do aspecto clinico da uveite.

No que diz respeito aos quadros sugestivos de uveite por
toxoplasmose, mas que ndo apresentavam padrdo ouro, para minimizar
viés, foi realizada classificacdo em grupo independente. Assim, aqueles
individuos cujas caracteristicas clinicas sugeriam fortemente serem
provocadas por Toxoplasma gondii, porém ndo apresentavam cicatrizes
retinianas, foram classificados no grupo Uveite Posterior Ativa N&o
Ouro (UPANO).

A avaliagédo independente de, no minimo, dois oftalmologistas, do
setor de uveites do Servico de Oftalmologia do HC da UFPE, para
definir a classificacdo clinica do paciente também teve como objetivo
minimizar este viés.

E possivel que pacientes com a doenca em questdo apresentassem
diferencas em gravidade, estagio ou duracdo da doenca, e a sensibilidade

do teste em estudo pode ser maior em aqueles mais comprometidos.
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6.2.2.2 - INSTRUMENTOS DE MEDIDA E COLETA DE
DADOS: o uso inadequado deles pode ser fonte de erros de
classificacao.

Esse aspecto teve especial atencdo, tanto no diagnostico clinico
guanto laboratorial. As diversas etapas do estudo foram realizadas pelos
pesquisadores envolvidos no mesmo. Quando foi necessaria a
participacdo de pacientes do Estado de Minas Gerais, pesquisadores se
deslocaram ao Estado para realizar o trabalho e proporcionar
treinamento adequado aos participantes envolvidos. Para esse efeito, os
pacientes portadores da doenca que foram atendidos no Hospital Séo
Geraldo, de Belo Horizonte, utilizaram o0s mesmos critérios de
classificacdo definidos no projeto e igual formulario para preenchimento
de dados, porém as amostras de soro e lagrima codificadas foram
enviadas para serem analisadas no laboratério de Imunopatologia Keizo

Asami (LIKA).

6.2.2.3 - VIES DE MENSURACAO: sempre que possivel o
investigador deve desconhecer quais individuos tém e quais nédo tém a
doenca, evitando assim vicios de interpretacdo dos resultados. No
presente estudo, o conhecimento da provavel causa da uveite posterior
ativa era necessaria para orientar o tratamento do individuo. Em relacéo
4 coleta da lagrima para determinacdo de IgA secretora foi realizada em
todos os individuos participantes, por ocasido da primeira consulta,
sendo a amostra codificada e enviada ao laboratorio. De forma tal que o

oftalmologista, no momento do exame, desconhecia o resultado do teste
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em questdo e o analista do laboratorio ignorava os diagndésticos clinicos
do paciente, caracterizando o mascaramento do estudo.
Ainda o ponto de corte foi definido segundo critérios

estabel ecidos para a técnica desenvolvida.
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7 - CONSIDERACOES ETICAS.

A Comisséo de Etica e Pesquisa em seres humanos, da Universidade
Federal de Pernambuco outorgou a licenca para o desenvolvimento do estudo
sob o protocolo N 044/2004-CEP/CCS.

Foi elaborado um protocolo individual para cada paciente, no qual
constava seu conhecimento e adesdo de livre e espontanea vontade na
participacédo do projeto (Anexo 2).

N&o houve qualquer forma de divulgagcdo que pudesse vir a comprometer
0S pacientes.

Os dados foram registrados nos prontuérios clinicos dos pacientes,
pertencentes ao Hospital das Clinicas da UFPE, bem como no formulario
especifico desenvolvido para efeitos da pesquisa.

Todos os participantes do estudo foram acompanhados e tratados até o

momento da alta médica.
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8 - RESULTADOS.

8.1 CARACTERIZAGCAO DA AMOSTRA.

Foram estudados 197 individuos, distribuidos em 82 pacientes
portadores de uveite posterior ativa provavelmente toxoplasmica (UPAPT) e
74 pacientes portadores de uveite posterior ativa de outras etiologias (UPOE)
e 41 portadores de uveite por possivel toxoplasmose “sem padrdo ouro”
(UPANO), no Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), e Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), no
periodo compreendido entre abril de 2003 a dezembro de 2006. Esses dados

podem ser observados na tabela 1.

TABELA 1. Distribuicdo dos portadores de uveite posterior ativa
presumivelmente toxoplasmica (UPAPT), uveite posterior de outra etiologia
(UPOE), e portadores de uveite por possivel toxoplasmose “sem padrao ouro”
(UPANO) atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de 2003 a dezembro de

2006.

UVEITES N %
UPAPT 82 41,6
UPAOE 74 37,6
UPANO 41 20,8
Total 197 100

Analisada a distribuigdo por sexo nos grupos, foi visto que 95 pacientes
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(48,2%) foram do sexo masculino e 102 (51,8%) corresponderam ao Sexo
feminino. Em relagdo a idade foi constatado que 32 (16,2%) tinham entre 10
e 19 anos, 64 (32,5%) entre 20 e 30 anos, 50 (25,4%) entre 31 a 40 anos, 28
(14,2%) 41 a 50 anos e 23 pacientes (11,7%) mostraram idades superiores a

51 anos Estes resultados podem ser vistos na tabela 2.

TABELA 2. Distribuicdo por sexo e faixa etaria dos portadores de uveite
posterior ativa presumivelmente toxoplasmica (UPAPT), uveite posterior de
outra etiologia (UPAOE), e portadores de uveite por possivel toxoplasmose
“sem padrdo ouro” (UPANO), atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de

2003 a dezembro de 2006.

VARIAVEIS

BIOLOGICAS N %
Sexo
Masculino 95 48,2
Feminino 102 51,8
Grupo etério
De 10 a 19 32 16,2
De 20 a 30 64 32,5
De 31 a 40 50 25,4
De 41 a50 28 14,2
51 ou mais 23 11,7
Total 197 100,0

Quando analisada a procedéncia, foi visto que 105 (53,3%) pacientes
registraram seu domicilio na area metropolitana de Recife, 28 (14,2%) foram
provenientes do interior do Estado de Pernambuco e 64 (32,5%) participantes

do estudo foram de Belo Horizonte. Resultados na tabela 3.
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TABELA 3 - Distribuicdo dos pacientes portadores de uveite posterior ativa
presumivelmente toxoplasmica (UPAPT), uveite posterior de outra etiologia
(UPAOE), e portadores de uveite por possivel toxoplasmose “sem padrao
ouro” (UPANO) segundo procedéncia, atendidos no HC da UFPE e UFMG,

abril de 2003 a dezembro de 2006.

PROCEDENCIA N %
Ez?lsgolitana 105 533
Interior 28 14,2
Belo Horizonte 64 32,5
Total 197 100,0

Em relacdo a determinagcdo de dosagens de anticorpos IgG e IgM, das
125 amostras analisadas, foi visto que 106 pacientes (84,8%) apresentaram
resultados positivos de 1gG, sendo negativos em 19 (15,2%) casos. Apenas um
paciente apresentou resultado positivo para IgM (0,8%).

A analise do comportamento de dosagens de anticorpos por grupos
mostrou que 50 (96,6%) portadores de uveite posterior ativa presumivelmente
por toxoplasma (UPAPT) tiveram 1gG positiva, enquanto que as amostras
foram positivas em 34 (68,0%) pacientes com uveites posteriores de outra
etiologia (UPAOE) e 22 (95,7%) pacientes com possivel toxoplasmose sem
padréo ouro (UPANO).

A IgM apresentou um caso com resultado positivo no grupo de pacientes

portadores de UPAPT. Resultados na tabela 4.
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TABELA 4 - Distribuicdo de resultados de 1gG e IgM no soro, por grupo,
nos portadores de uveite posterior ativa presumivelmente toxoplasmica
(UPAPT), uveite posterior de outra etiologia (UPAOE), e portadores de uveite
por possivel toxoplasmose “sem padrédo ouro” (UPANO), atendidos no HC da

UFPE e UFMG, abril de 2003 a dezembro de 2006.

GRUPOS DE UVEITES
EXAMES UPAPT UPAOE UPANO
n % n % n %

Resultado da IGG

Positivo 50 96,6 34 68,0 22 95,7
Negativo 02 3,4 16 32,0 01 4,3
Resultado da IGM

Positivo 01 1,9 00 0,0 00 0,0
Negativo 51 98,1 50 100 23 100
Total 52 100 50 100 23 100

Quando analisada a frequéncia do olho afetado por uveite, foi visto que
83 (42,1%) pacientes tiveram o olho direito doente, sendo que 106 (53,8%)
apresentaram comprometimento do olho esquerdo e 8 (4,1%) casos mostraram
a doenca em ambos olhos. Para analise foi considerado o olho mais afetado.

Este resultado pode ser visto na tabela 5.
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TABELA 5 - Distribuicdo da frequéncia do olho afetado nos portadores de
uveite posterior ativa presumivelmente toxoplasmica (UPAPT), uveite
posterior de outra etiologia (UPAOE), e portadores de uveite por possivel
toxoplasmose “sem padrdo ouro” (UPANO), atendidos no HC da UFPE e

UFMG, abril de 2003 a dezembro de 2006.

OLHO AFETADO N %
Olho direito 83 42,1
Olho esquerdo 106 53,8
Ambos 08 4,1
Total 197 100,0

Foi analisada a média aritmética dos indices de reatividade de IgA
secretora anti-T. gondii da lagrima nos grupos, por olho. Encontrou-se que a
meédia dos indices de reatividade do grupo de portadores de uveite posterior
ativa presumivelmente toxoplasmica (UPAPT) (0,988 no afetado e 0,996 no
olho nédo doente) foi maior que a do grupo de portadores de outra etiologia
(UPAOE) (0,589 no olho afetado e 0,603 no olho ndo doente) sendo
estatisticamente significativo (p=0,004 e p=0,005 respectivamente), o que néo
aconteceu com 0s pacientes portadores de uveite por possivel toxoplasmose
“sem padrdo ouro” (UPANO), no qual foi visto média de 0,877 para o olho
comprometido e 0,897 para o olho sadio (p=0,667; p=0,773).

A analise da média aritmética da reatividade de IgA secretora
especifica mostrou que houve reatividade do olho sadio, porém as diferencas
ndo foram estatisticamente significativas (UPAPT: p=0,874; UPAOE:

p=0,445; UPANO: p=0,436). Resultados na figura 2.
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FIGURA 2: Analises das médias dos indices de reatividade da IgA secretora
especifica da lagrima nos olhos doentes e ndo doentes de portadores de uveite
posterior ativa presumivelmente toxoplasmica (UPAPT), uveite posterior de
outra etiologia (UPAOE), e portadores de uveite por possivel toxoplasmose
“sem padrao ouro” (UPANO). Atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de

2003 a dezembro de 2006.
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Foi analisada a validade do teste de IgA secretora anti-T. gondii da
lagrima comparando os grupos de uveite posterior ativa presumivelmente
toxoplasmica UPAPT e uveite posterior de outra etiologia UPAOE.

Esse resultado pode ser visto na tabela 6.
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TABELA 6 - Avaliacdo de sensibilidade, especificidade, valores preditivos,
probabilidades de doenca, e intervalo de confianga do teste IgA secretora
anti-T. gondii nos pacientes portadores de uveite posterior ativa
presumivelmente toxoplasmica (UPAPT) e uveite posterior de outra etiologia

(UPAOE), atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de 2003 a dezembro de

2006.
RESULTADO DA IgA GRUPOS DE UVEITES
SECRETORA NA
LAGRIMA UPAPT UPAOE
Positivo 54 21
Negativo 28 53
Total 82 74
Sensibilidade: 65,9 % IC (95%) = 54,5 - 75,4
Especificidade : 71,6 % IC (95%) = 59,8 — 81,2
Valor preditivo (+) : 72,0 % IC (95%) = 60,3 — 81,5
Valor preditivo (-) : 65,4 % IC (95%) = 54,0 — 75,4

Razéo de verossimilhanca (+): 2,33

Razéo de verossimilhanca (-): 0,49

Probabilidades (Figura 3)

Pré-teste da doenca:52,5 % Pés-teste da doenca: 72,0 %

Pré-teste de néo doenca:47,4% Pés-teste de ndo doenca: 34,6%
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FIGURA 3. Nomograma da probabilidade pré e pods-teste da IgA secretora

especifica, nos pacientes portadores de uveite posterior ativa presumivelmente

toxopldsmica (UPAPT) e uveite posterior

atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de 2003 a dezembro de 2006.
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doenca variou em 12%.

Foi analisada a sensibilidade do teste no grupo de pacientes portadores

de uveite por possivel toxoplasma, sem padrédo ouro, que mostrou ser 53,7%

(IC de 95% = 37,6 - 69,0). Resultados na tabela 7.
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TABELA 7 - Avaliagéo de sensibilidade e intervalo de confiancga do teste IgA
secretora anti-T. gondii nos pacientes portadores de uveite por possivel
toxoplasmose “sem padrdo ouro” (UPANO), atendidos no HC da UFPE e

UFMG, abril de 2003 a dezembro de 2006.

UPANO N Sensibilidade (IC de 95%)
Positivo 22 53,7 (37,6 — 69,0)
Negativo 19
Total 41 100,0

Foi realizada simulagcdo considerando para calculo de sensibilidade o
grupo de uveites posterior ativa presumivelmente por toxoplasmose (UPAPT)
juntamente com o grupo de uveites de possivel etiologia toxoplasmica, porém
sem padrdo ouro (UPANO), com grupo de uveites de outras etiologias
(UPAOQE).

Resultado na tabela 8.
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TABELA 8 — Avaliagdo de sensibilidade, especificidade, valores preditivos
probabilidades da doenca e intervalo de confianga do teste IgA secretora
anti-T. gondii nos pacientes portadores de uveite posterior ativa
presumivelmente toxoplasmica (UPAPT) associado uveite por possivel
toxoplasmose “sem padrdo ouro” (UPANO) e uveite posterior de outra
etiologia (UPAOE), atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de 2003 a

dezembro de 2006.

RESULTADO DA IgA GRUPOS DE UVEITES

SECRETORA NA UPAPT
LAGRIMA + UPAOE
UPANO
Positivo 76 21
Negativo 47 53
Total 123 74
Sensibilidade: 61,8% IC (95%) = 52,6 — 70,3
Especificidade: 71,6% IC (95%) = 59,8 — 81,2
Valor preditivo (+): 78,4% IC (95%) = 68,6 — 85,8
Valor preditivo (-): 53% IC (95%) = 42,8 - 63,0

Razéo de verossimilhanca (+) = 2,18

Razéo de verossimilhanca (-) = 0.53

Probabilidades: (figura 4)

Pré-teste da doenca: 62,4% Pés-teste da doenca: 78%

Pré-teste de ndo doenca: 37,6% Pds-teste de ndo doenca: 47%
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FIGURA 4. Nomograma da probabilidade pré e pods-teste da IgA secretora
especifica, nos pacientes portadores de uveite posterior ativa
presumivelmente toxoplasmica (UPAPT) associado uveite por possivel
toxoplasmose “sem padrdo ouro” (UPANO) e uveite posterior de outra

etiologia (UPAOE), atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de 2003 a

dezembro de 2006.
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A probabilidade da doenga mostrou variacdo de 16 % entre pré-teste e

poOs-teste, enquanto a de ndo ter a doenca variou em 10%.

Para calculo de especificidade foi realizada simulagéo considerando o

grupo de uveite posterior ativa presumivelmente por toxoplasmose (UPAPT) e
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0 grupo de uveite de possivel etiologia toxoplasmica, porém sem padrédo ouro
(UPANO) associado ao grupo de uveite de outras etiologias (UPAOE).

Resultado na tabela 9.

TABELA 9 — Avaliacédo de sensibilidade, especificidade, valores preditivos,
probabilidade da doenca e intervalo de confianca do teste IgA secretora anti-
T. gondii nos pacientes portadores de uveite posterior ativa presumivel mente
toxopladsmica (UPAPT) e portadores de uveite por possivel toxoplasmose
“sem padrdo ouro” (UPANO) + uveite posterior de outra etiologia (UPAOE),

atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de 2003 a dezembro de 2006.

RESULTADO DA IgA GRUPOS DE UVEITES

SECRETORA NA UPAOE
LAGRIMA UPAPT +
UPANO
Positivo 54 43
Negativo 28 72
Total 82 115
Sensibilidade: 65,9 % IC (95%) = 54,5 - 75,4
Especificidade: 62,6% IC (95%) = 53,1 - 71,3
Valor preditivo (+): 55,6% IC (95%) = 45,2 — 65,8
Valor preditivo (-): 72% IC (95%) = 62,1 — 80,5

Razéo de verossimilhanca (+) = 1,76

Razéo de verossimilhanca (-) = 0,55
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Probabilidades: (Figura 5)
Pré-teste da doenca: 41,62% Pdés-teste da doenca: 56,0%

Pré-teste de n&do doenca: 58,37% Pés-teste de ndo doenca: 28,0%

FIGURA 5. Nomograma da probabilidade pré e pos-teste da IgA secretora
especifica, nos pacientes portadores de uveite posterior ativa
presumivelmente toxoplasmica (UPAPT) e portadores de uveite por possivel
toxoplasmose “sem padrdo ouro” (UPANO) + uveite posterior de outra
etiologia (UPAOE), atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de 2003 a

dezembro de 2006.
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A probabilidade da doenca mostrou variacdo de 14% entre pré-teste e

poOs-teste, enquanto a de nédo ter a doenca variou em 30%.
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Foi visto através das simulacfes que o limite minimo de sensibilidade
foi de 62% (I1C de 95% = 52,6 — 70,3), quando considerado o grupo de uveite
portadores de padréo ouro juntamente com o grupo sem padrao ouro e o limite
maximo quando foram considerados somente 0s pacientes portadores do
guadro clinico com padrao ouro, quando se atingiu 65,9% (IC de 95%= 54,5-
75,4), com razao de verossimilhanca de 2,33. Para especificidade, foi visto
62,6% (IC de 95% = 54,5 - 75,4%) como limite minimo, quando somados 0s
grupos de uveites de outras etiologias (UPAOE) e os pacientes portadores de
uveite possivelmente toxoplasmica, sem padrao ouro (UPANOQO), com razdo de
verossimilhanca de 1,65, aumentado para 71,6% (IC de 95% = 59,8 - 81,2)
gquando avaliados somente o0s pacientes portadores de uveites por outras
etiologias (UPAQOE).

Foram analisadas as causas de uveite de outra etiologia em relacdo ao
resultado negativo ou positivo da determinacdo de IgA secretora especifica
anti-T. gondii na lagrima, classificando em infecciosas (bacterianas, virais,
helminticas), nao infecciosas  (coriodites, uveite intermediéaria,
espondiloartropatias, vasculites ndo infecciosas, traumatica, pos-operatoria,
ciclite heterocrémica de Fuchs, sindrome de Behcet, sindrome de Vogt-
Koyanagi-Harada) e indefinidas ou ndo determinadas. Os resultados podem

ser vistos na tabela 10.
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TABELA 10 - Distribuic&o etioldgica e resultados do teste IgAs especifica da

ldgrima anti T-gondii nos pacientes portadores de uveite posterior de outra

etiologia (UPOE) atendidos no HC da UFPE e UFMG, abril de 2003 a

dezembro de 2006.

ETIOLOGIA N lgAs+ % IgAs- %
I nfecciosas Hanseniase 1 1 1,4
Sifilis 3 2 2,6 1 1,4
Tuberculose 2 1 1,4 1 1,4
Herpes Zoster 4 4 5,4
Herpes simples 2 1 1,4 1 1,4
Toxocariase 2 2 2,6
Né&o infecciosas Coroidopatias 7 2 2,6 5 6,8
Uveite
. L 7 1 1,4 6 8,5
intermediaria
Espondilite
) 4 2 2,6 2 2,6
anquilosante
Artrite reumatdide 5 3 4.0 2 2,6
Vasculite 4 4 5,4
Traumatica 3 3 4.0
Pés-operatoria 2 2 2,6
Ciclite
heterocrémica de 2 2 2,6
Fuchs
Sindrome de
1 1 1,4
Behcet
Vogt-Koyanagi-
g yanag 2 2 2,6
Harada
Inespecificas 23 6 8,2 17 22.9
TOTAL 74 21 28,2 53 71,7
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9 - DISCUSSAO.

Estima-se que a uveite é uma causa importante de cegueira no mundo.
Em Sofia, Bulgéria, foi citada prevaléncia de 28 por 100.000 habitantes
(VASSILEVA et al., 1992) e na Suica, TAO TAN (1995) refere incidéncia de
20 por 100.000 habitantes/ano.

No Brasil, em estudo retrospectivo, realizado no Hospital Sdo Geraldo
do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, em 435
pacientes atendidos no servi¢co de visdo subnormal, encontrou-se uveite em
31,2% (134) dos casos sendo 28,6% (123) secundarias a toxoplasmose, dado
gue destaca a importancia da doenca como causa de baixa visdo (REIS et al.
1998).

A prevaléncia da toxoplasmose ocular varia consideravelmente segundo
as areas estudadas. HOLLAND (2003) relata que embora ndo existam dados
precisos nos EUA, pode ser estimada uma prevaléncia de individuos
infectados de 2%. Em contraste, 17,7% de individuos em Erechim, cidade do
sul de Brasil tem achados retinianos consistentes com infec¢cdo por T.gondii
(GLASSNER et al., 1992).

De todas as uveites posteriores, € considerado que 30 a 50% sé&o
atribuiveis ao Toxoplasma gondii. (BELFORT et al., 1978; JAIN et al., 1998;
GEHLEN et al., 1999), estando bem estabelecido que a retinocoroidite
toxoplasmica € a causa mais comum identificavel em diversas partes do
mundo (HOLLAND, 2003).

No presente estudo, foram analisados 197 individuos portadores de

uveite, sendo 82 pacientes caracterizados como uveite posterior ativa
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provavelmente toxoplasmica (UPAPT), cujos quadros clinicos foram
compativeis com as exigidas na definicdo de padrdo ouro, 74 pacientes
portadores de uveite posterior ativa de outra etiologia (UPAOE) e 41
portadores de uveite que apresentaram fortes caracteristicas de toxoplasmose,
porém nado tendo cicatriz retinocoroidea, constituindo o grupo “sem padrao
ouro” (UPANO).

Os pacientes foram atendidos no Hospital das Clinicas (HC) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), no periodo compreendido entre
abril de 2003 a dezembro de 2006.

Da amostra apresentada, 95 pacientes (48,2%) foram do sexo
masculino e 102 (51,8%) corresponderam ao sexo feminino. Em relagdo a
idade foi constatado que 32 pacientes (16,2%) tinham entre 10 e 19 anos, 64
(32,5%) entre 20 a 30 anos, 50 (25,4%) 31 a 40 anos, 28 (14,2%) 41 a 50
anos, e 23 (11,7%) pacientes mostraram idades superiores a 51 anos.

Em relagcdo a procedéncia, 105 (53,3%) pacientes tinham domicilio na
area metropolitana de Recife, 28 (14,2%) foram provenientes do interior do
Estado de Pernambuco e 64 (32,5%) participantes moravam em Belo
Horizonte. LYNCH et al., (2003) em estudo realizado com 25 portadores de
uveite posterior ativa presumivelmente toxoplasmica em Pernambuco, relatou
percentuais semelhante (80% provenientes da regido metropolitana e 20% do
interior).

ASSIS JUNIOR (1997) em estudo realizado em Belo Horizonte mostrou
gue 67,3% dos pacientes procediam da regido metropolitana da cidade. Esse
fato permite levantar a possibilidade que exista dificuldade de acesso a

centros de atencdo especializada, devido a falta de recursos econémicos ou de



78

orientacdo adequada. A situagdo citada sugere a necessidade de criar
mecanismos destinados a orientar o0s pacientes e facilitar rapido
encaminhamento a centros de atencdo terciaria, o que sem duvida teré
implicagBes no progndstico visual final.

Os testes sorologicos para determinacdo de anticorpos especificos
constituem o método mais utilizado para o diagnoéstico da toxoplasmose,
porém enfrenta-se o problema que os anticorpos anti-T. gondii estdo presentes
em grande numero de individuos das diversas populacdes do mundo. Os
titulos podem permanecer em niveis altos durante muitos anos em individuos
saudaveis. Na toxoplasmose ocular ndo ha correlacdo entre os niveis de
anticorpos e a sintomatologia do paciente sendo assim, os testes sorolégicos
ajudam pouco na determinacio da doenca (OREFICE, 2005).

Os resultados vistos no presente estudo, em relacdo a sorologia, estéo
de acordo com os dados mostrados pela literatura ja que, na determinacédo de
dosagens de anticorpos 1gG e IgM, das 125 amostras de soro analisadas, foi
visto que 106 pacientes (84,8%) apresentaram resultados positivos para 1gG
especifica, sendo negativos em 19 (15,2%) casos. A andlise do
comportamento de dosagens de anticorpos por grupos mostrou que 50 (96,6%)
portadores de uveite posterior ativa presumivelmente por toxoplasma
(UPAPT), tiveram IgG especifica positiva e que as amostras foram positivas
em 34 pacientes (68,0%) com uveites posterior de outra etiologia (UPAOE).
Os pacientes com uveite posterior ativa possivelmente toxoplasmica sem
padr&o ouro (UPANO) mostraram a IgG positiva em 22 (95,7%) dos casos. A
determinacdo de IgM apresentou apenas um caso positivo no grupo de

pacientes portadores de UPAPT, fato destacavel porque essa imunoglobulina é
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aceita classicamente como indicador de atividade sistémica da doenca,
embora na forma ocular na grande maioria das vezes € negativa. Nos casos
estudados, os pacientes do grupo padrdo ouro apresentaram a doenca
reativada, ja fosse adquirida apds o0 nascimento ou congenitamente, desde que
todos tinham cicatrizes retinocoroideas e lesdo satélite em atividade. Os
pacientes do grupo de uveites de outras etiologias apresentaram 68% de 1gG
positiva em baixos titulos, o que representa contato com o parasita, sendo,
portanto uma situacéo previsivel.

Tém sido relatadas dificuldades para interpretar dados de laboratério
em toxoplasmose ocular. Em conseqUéncia, o diagnéstico é baseado
fundamentalmente em critérios clinicos sendo, em geral, as caracteristicas
conhecidas pelos oftalmologistas. Esse fato levanta o questionamento da
sensibilidade e especificidade do diagnéstico clinico, o qual, em auséncia de
um teste de laboratério suficientemente sensivel para a enfermidade, é aceito
como padréo ouro (GARWEG, 2005).

Nos pacientes portadores do UPAPT, dois apresentaram titulos
negativos de 1gG, resultado que merece reflexdo uma vez que, sendo
reativacfbes, era esperado que a IgG estivesse presente. Duas alternativas
podem ser levantadas: o quadro clinico, embora respondendo as
caracteristicas solicitadas ndo era de etiologia toxopldsmica e o exame
laboratorial esteve correto, ou 0 exame mostrou um falso negativo sendo o
paciente corretamente diagnosticado como portador da doenga.

Foram vistos os prontuérios dos pacientes cuja sorologia foi negativa.
Mulher, 18 anos, morena, procedente de Belo Horizonte, queixa de

embacamento visual de uma semana, no exame foi constatado auséncia de
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sinais inflamatorios no po6lo anterior, opacidades esparsas no vitreo e a
presenca de um foco exsudativo, satélite de cicatriz retinocordidea,
perimacular, menor de um diametro discal. A determinacdo da IgA secretora
da lagrima nessa paciente foi negativa. O segundo caso foi paciente
masculino, 34 anos, moreno. Consultou-se por diminui¢do da acuidade visual
de uma semana de evolugcdo. Foram verificados precipitados corneanos
brancos e finos, reacdo inflamatéria moderada de camara anterior e vitreo,
foco exsudativo satélite a cicatriz de retinocoroidite periférica. IgA secretora
da lagrima positiva, em niveis elevados no olho comprometido. A terceira
paciente, do grupo UPANO, de 12 anos de idade, relatou baixa da visdo de um
més de evolucdo. Quadro febril 2 semanas antes, com linfoadenopatias, que
foi interpretado como viroses pelo pediatra. No olho foi verificado hiperemia
moderada da conjuntiva, precipitados em gordura de carneiro na cornea,
células no humor aquoso ++/4+, vitreo com células e opacidades moderadas,
foco retiniano exsudativo periférico, inferonasal. N&o foi identificada
gualquer cicatriz retinocoriodea. |gA secretora foi positiva em ambos os olhos
com niveis elevados.

No primeiro caso, € possivel que fossem resultados falsos negativos.
Nos outros dois casos descritos, nos quais a clinica e a IgA secretora mostram
convergéncia, é provavel que realmente a 1gG no soro fosse um falso
negativo.

Em relagdo ao caso que apresentou IgM positiva, as caracteristicas do
quadro ocular sugeriam forte etiologia toxopldsmica, porém devido a auséncia
de cicatriz foi inicialmente catalogado como UPANO. A IgA secretora da

lagrima foi positiva, bem como a IgG do soro, ambas em niveis altos. A
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situacdo descrita caracteriza um claro caso de toxoplasmose ocular adquirida,
mostrado correlacdo entre a sorologia (1gG e IgM positivas) e o teste de IgA
secretora especifica da lagrima.

Em relagcdo ao teste de referéncia ou padrdo ouro, definido pelas
caracteristicas clinicas, usado para avaliar o teste de IgA secretora da
lagrima, é desejavel que seja “perfeito”, ou seja, que apresente 100% de
sensibilidade e especificidade, o que exclui os resultados falsos positivos.
(STAQUET et al., 1981) Isto na préatica, ndo € possivel, passando a ser
utilizado aquele que, sabidamente € considerado o melhor disponivel, que na
doenca em questdo vem sendo aceito pela comunidade cientifica, embora, ndo
tinha sido encontrado na literatura disponivel estudos de validacdo do mesmo.

A falta de correlacdo entre os sintomas clinicos e os dados de
laboratério da toxoplasmose ocular, tem se acentuado pelo reconhecimento
gue muitos pacientes apresentam a forma adquirida da doenca (MONTOYA &
REMINGTON, 1996). Essa forma parece diferenciar-se da forma congénita
por apresentar um quadro clinico mais agressivo, lesbes maiores, marcada
inflamacdo do segmento anterior e vitreo, maiores complicacdes secundérias
e, fundamentalmente, auséncia de cicatrizes (HOLLAND, 2004). Entretanto,
ndo tém sido descritos critérios definidos na literatura para diferenciar ambas
as apresentacdes, sendo a presenca ou ndo de cicatrizes o divisor mais
importante. Essa diferenciacdo clinica esta respaldada pela sorologia, j& que
uma maior frequéncia de casos de toxoplasmose ocular adquirida apresentam
IgM positiva no soro (ONGKOSUWITO et al, 1999; JONES et al, 2006),
como foi visto na situacdo relatada. Porém, ndo deve ser necessariamente

entendido que todos os casos de toxoplasmose ocular primaria sdo adquiridos,



82

ou que todos os pacientes com cicatrizes tenham a forma congénita da
enfermidade. A viruléncia da cepa envolvida, bem como os fatores do
hospedeiro também tem que ser considerados (GARWEG, 2005). A resposta
imune celular, incluindo a producdo de citocinas, tem contribuido para a
compreensdo da fisiopatologia da enfermidade (FATOOHI et al, 2006;
GOMEZ — MARIN et al., 1997), mas nfo para seu manejo clinico. Entretanto,
a andlise da resposta humoral constitui uma importante arma diagnostica,
assim a deteccao de producéo de anticorpos locais (humor aquoso e vitreo) é
considerada um fator importante para a confirmagcdo da doenca, porém sao
escassos 0s conhecimentos em relacdo a aspectos importantes deste tipo de
imunidade como, por exemplo, o tempo transcorrido entre o inicio dos
sintomas e o inicio da resposta imune local, a persisténcia de anticorpos
especificos e a possivel ativacdo de plasmocitos especificos em uma condicéo
inflamatoria determinada.

A producdo local de anticorpos é expressa em termos de indice de
anticorpos, descrita por GOLDMANN & WITMER em 1964 e compara a
producédo de anticorpos no soro com o0s produzidos intra-ocularmente,
utilizando material obtido por meio de puncédo do bulbo ocular. Dependendo
dos estudos apresentados, a sensibilidade do indice como elemento
diagnostico varia entre 41 a 80% (FARDEAU, 2002, GARWEG, 2000;
BORNARD & GOTTRAU (1997), DESMONT, 1966), com especificidade em
redor de 90%.

O teste de IgA secretora especifica estudada pelos autores do presente
trabalho mostrou sensibilidade de 65,9% (IC= 54,5 — 75,4) e especificidade

de 71,6% (IC= 59,8 — 81,2) quando trabalhados o grupo de uveite posterior
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ativa presumivelmente toxopldsmica (padrdo ouro) e o grupo de uveite
posterior ativa de outra etiologia. Quando foi agregado o grupo de uveites
possivelmente toxoplasmica, sem padrdo ouro, foi visto que a sensibilidade e
especificidade diminuiram para niveis de 53,9 (IC 95% = 37,6 — 69,0) e 62,6
(IC 95% = 53,1-71,3) respectivamente.

Falhas na producdo local de anticorpos podem ser atribuiveis a causas
tais como que o periodo de atividade infecciosa ndo foi o suficientemente
duradouro para ativar uma resposta imune ou a indenidade da barreira
hemato-aquosa constituiu impedimento para a formagcéo dos mesmos.

Experiéncias em animais mostraram que a imunizagdo por via sistémica
com um antigeno especifico, produz anticorpos circulantes contra o antigeno,
0s quais podem ser recuperados no filme lacrimal (SASPE, 1967). A aplicagao
de antigenos intestinais parece estimular a conjuntiva por meio de células
especificas com memoria que migram para os foliculos conjuntivais (PU et
al., 1983). Imunizacdo oral em humanos demonstrou que a IgA secretora
especifica contra o antigeno utilizado podia ser detectado na lagrima,
indicando que células B ativadas no intestino extravasavam para a glandula
lacrimal, sendo este o6rgdo um efetor da resposta imunitaria comum
(GREGORY & FILLER (1987).

WALCOTT (1988) ressalta que a maioria das células B circulantes, que
virdo a ser plasmocitos, sdo especificas para 1gG, com uma minoria que serao
especificas para IgA, o que leva a crer na existéncia de uma retencao seletiva
dentro da glandula lagrimal, embora o mecanismo preciso ndo seja conhecido.

De acordo com o0s conceitos expostos caberia pensar que os individuos

gue apresentaram contato com o Toxoplasma gondii por via oral
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manifestariam algum nivel de resposta na lagrima. MEEK (2000) relata que
individuos normais, cronicamente infectados ou ndo, apresentam anticorpos
anti-T. gondii na lagrima. Entretanto, n&o foram encontrados, na literatura
disponivel, relatos que mostrem a frequéncia do anticorpo secretor em
individuos sadios, bem como a curva de comportamento nos doentes. Ja a IgA
no soro aparece duas a quatro semanas ap0s a primo infec¢cdo, com pico entre
0 segundo e o terceiro més, desaparecendo apds sete a nove meses (FRANCIS
et al., 1993).

Do anteriormente exposto, pode ser levantado que o momento da
captacdo da amostra da lagrima seja importante para considerar a resposta
imunoldgica, bem como o nivel basal de individuos sadios. No presente
estudo todas as amostras foram captadas no momento da primeira consulta,
independente do tempo de evolucdo da enfermidade. Esses aspectos levantam
guestionamentos que poderé&o ser estudados no futuro préximo.

Determinacdes qualitativas da resposta imune humoral tém mostrado
bandas de respostas especificas do humor aquoso, utilizando immunoblotting
em 2/3 dos pacientes estudados, porém ndo no soro. (GARWEG et al., 2004;
VILLARD et al., 2003; KLAREN et al., 1998). Entretanto, nem a técnica de
preparacdo de antigenos, nem a forma de apresentacdo dos dados, tém sido
estandardizadas, o que dificulta a comparacdo dos diferentes estudos
apresentados na literatura. Em média, o immunoblotting detecta 50% de
anticorpos 1gG no humor aquoso e 25% de IgA. A determinagdo de ambas as
imunoglobulinas aumenta as probabilidades de diagndstico.

A amplificagdo do DNA parasitario por PCR € um método altamente

especifico por definicdo, porém, em amostras de humor aquoso de pacientes
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imuncompetentes, a sensibilidade é baixa, sendo menor de 25%. Quando s&o
utilizadas amostras de humor vitreo se corrobora o diagndstico clinico em
redor de 50%, entretanto, é sugerido que amostras do vitreo sejam retiradas
em casos extremamente justificados. (VILLARD, 2003; FARDEAU, 2002).

GROOT-MIJNES et al., (2006) estudaram a producdo de anticorpos no
humor aquoso e no soro de 230 pacientes suspeitos de uveite infecciosa. Foi
analisada a producgédo de anticorpos contra Herpes Simples, Herpes Zoster e
Toxoplasma gondii, por célculo de coeficiente de Desmont e andlise do DNA
por PCR. Obtiveram resultados positivos em 54 pacientes. Concluiram que
somente com PCR o diagndéstico estaria correto em 56% dos casos de herpes
virus simples e 36% dos casos de toxoplasmose. O indice de Desmont foi
positivo em 48% dos casos que tiveram o PCR negativo para toxoplasmose.
Foi verificado que no caso do Herpes Simples virus o DNA era facilmente
detectado no inicio da infecgdo, em contraste, o acido nucléico do T. gondii
soO foi possivel determinar trés semanas ap0s o inicio da doenca.

Outro aspecto a considerar € que a técnica do PCR para deteccdo do
DNA do toxoplasma n&o estd definitivamente padronizada quanto aos
procedimentos de extracdo de acidos nucléicos ou aos segmentos a serem
ampliados (HOLLIMAN, 1994). Um resultado positivo do teste ndo permite
distinguir entre formas cisticas e taquizoitos, ou seja entre infec¢cdo ativa e
cronica.

Pouco se sabe em relacdo ao tempo transcorrido entre o inicio dos
sintomas clinicos e a inducdo para producdo de anticorpos locais. Em 66% de
pacientes sem sinais de producédo especifica de anticorpos no inicio da

doenca, os anticorpos sdo detectados posteriormente (GARWEG, 2000). Esse
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achado estd de acordo com resultados obtidos em experiéncias em coelhos nos
quais, apos a infeccdo ocular com taquizoitos de Toxoplasma gondii, a
producédo de anticorpos comecou no décimo dia apds a inoculagcdo no humor
aquoso e 15 dias apds, no soro dos animais (GARWEG, 1998).

PEDERSEN et al., (1982) estudaram quantitativamente por radio-
imunoensaio a producéo de IgA secretora especifica dalagrima em pacientes
portadores de ceratite por herpes simples recorrente. A presenca do anticorpo
especifico foi demonstrada nos dez primeiros dias da infeccdo com o méaximo
de concentracdo alcancado trés a cinco dias ap6s o inicio dos sintomas.

No estudo supracitado de GROOT-MIJNES et al., (2006), foi visto que o
DNA do Herpes simples virus era facilmente detectado no inicio da infeccgdo,
em contraste, o DNA do T. gondii s6 foi possivel determina-lo trés semanas
apos o inicio da doenga.

N&o foram encontrados estudos na literatura que determinem a cinética
de producdo da IgA secretora antitoxoplasma, porém por analogia com 0sS
estudos realizados com virus Herpes Simples, € possivel que a resposta seja
mais tardia, ressaltando que existem diferengas comportamentais entre ambos
0S microorganismos. Trabalhos jA& em andamento virdo a esclarecer esses
guestionamentos.

Sabe-se que o bulbo ocular é um sistema imunologicamente privilegiado,
ou seja, a resposta a presenca de um antigeno € modulada, protegendo as
estruturas oculares de respostas inflamatorias destrutivas. Outros tecidos que
possuem essa caracteristica sao os testiculos e o cérebro. Sdo caracteristicas

desse privilégio imunologico; ndo possuir ganglios linfaticos intra-oculares,
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presenca de barreiras oculares (hamato-aquosa e hamato-retiniana) e
imunomoduladores.

Dentre os imunomoduladores destaca-se o fator transformador de
crescimento a (TGF a), interleucina 10 (IL10) e inibidores do complemento.
O fator de crescimentop (TGF B) é uma citocina produzida pelos macrofagos
e células T e serve como gatilho para estimular a producdo de IgA. Uma das
caracteristicas mais destacadas do privilégio imunoldgico ocular é a presenca
de molécula FASL (“FAS ligante”), a qual € expressa na maioria das
membranas do olho. Na superficie dos linfocitos T, € expressa a molécula
FAS que quando se une com a molécula FASL da célula provoca a apoptose
do linfécito, limitando a expansdo do mesmo, desviando a resposta imune.

A presenca de antigenos oculares pode trazer como resultado a quebra
das barreiras oculares com conseqiente desencadeamento da resposta
imunol 6gica sistémica global.

Os pacientes com toxoplasmose ocular tendem a ter niveis mais altos de
1gG especifica que individuos com outras uveites. Tém sido visto que existe
producédo local de anticorpos por varios meses ap0s o término da atividade
inflamatéria (CHAPMAN et al., 1999), como também a presenca de
anticorpos no olho ndo comprometido. Ambos os fenbmenos também foram
constatados em experimentos realizados em coelhos (GARWEG & BOEHNK,
2006).

No presente estudo foi analisada a média dos indices de reatividade do
teste imunoenzimatico para IgA secretora especifica na lagrima nos trés
grupos, separadamente e por olho. A avaliacdo por grupo mostrou que as

médias dos pacientes portadores de UPAPT foram maiores (0,988) que as
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apresentadas pelo grupo de uveites de outra etiologia (0,589), sendo essa
diferenca estatisticamente significativa (p=0,004) entretanto, a média dos
indices foi semelhante a do grupo de uveite possivelmente toxoplasmica sem
padrdo ouro. Ressaltasse, com os valores obtidos, que o teste aplicado
apresenta resultados também relevantes quando analisados valores
guantitativos do indice de reatividade do mesmo, além dos valores
qualitativos.

Em relacdo a andlise por olho, foi constatado que o olho ndo doente
também apresentou resultados positivos em relagdo a IgA secretora, sendo as
meédias mais elevadas, porém a diferenca n&do foi estatisticamente
significativa. Essa situacdo leva a pensar que a presenca do anticorpo na
lagrima responde realmente a um fendmeno sistémico. E possivel que a
ruptura da barreira hematoretiniana e/ou hematoaquosa seja o0 gatilho
desencadeante para a producao dessa imunoglobulina.

Foi visto que em alguns pacientes o indice de reatividade foi maior no
olho sadio que no olho afetado. Pode ser levantado que essa situacdo esteja
relacionada ao fato que com frequiéncia os pacientes ja tinham iniciado uso de
corticoide local (colirio), indicado pelo oftalmologista como tratamento
inicial juntamente com a orientacdo de visitar o Hospital das Clinicas, e
outras vezes por iniciativa do proprio paciente. O corticoide € uma droga com
conhecidos efeitos na resposta imunoldgica. Este questionamento sugere a
necessidade de estudos planejados que permitam seu esclarecimento.

Na revisdo das causas etioldgicas das uveites e a resposta ao teste da
IgA anti-Toxoplasma gondii da lagrima, chamou a atencdo que dois casos

catalogados com provavel toxocariase apresentaram o resultado positivo. A
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toxocariase é provocada pelo Toxocara cannis, nematddeo, cujo hospedeiro é
0 cao doméstico. No olho possui diversas formas de apresentacdo, sendo as
mais frequentes a forma de granulomas (OREFICE et al., 1991). O quadro
clinico ocular é considerado diagnostico diferencial com toxoplasmose ocular.
Entretanto, os dois pacientes referidos apresentaram teste imunoldgico, por
ELISA, positivo para toxocara. Isto leva ao questionamento do papel do
laboratorio. Caso os pacientes realmente fossem portadores de toxocariase, o
teste da IgA teria mostrado resultados falsos positivos, destacando a
necessidade de purificar o antigeno para diminuir a possibilidade de reacfes
cruzadas, embora ambos 0s microrganismos sejam antigénicamente diferentes.

Outro aspecto destacavel diz referéncia a pacientes portadores de
espondilite anquilosante e artrite reumatoide, doencas de origem idiopética,
nas quais existe um forte, porém pouco esclarecido, componente imunolégico
(OREFICE, 2005). Dos quatro pacientes com espondilite, dois tiveram IgAs
especifica positiva, assim como trés dos cinco portadores de artrite
reumatéide. Sem duvida, por ser a amostra pequena, qualquer concluséo
poderéa parecer precipitada, porém parece factivel que doencas com alteracfes
do sistema imunolégico possam interferir no comportamento da
imunoglobulina.

O teste que esta sendo apresentado identifica a presenca do anticorpo,
(IgAs) quando este reconhece antigenos apresentados do Toxoplasma gondii.
MEEK et al. (2000) em estudo para avaliagcdo da presenca de IgA secretora
nas lagrimas de individuos sadios, relata ter usado a cepa RH do toxoplasma,
porém foram purificadas bandas de diversos pesos moleculares (74 kDa, 70

kDa, 49 kDa e 34 kDa), para andlise por immunoblotting, destacando que
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pelo menos um dos quatro antigenos foram reconhecidos. Por outro lado,
KLAREN et al., (1998) investigaram amostras de humor aquoso e soro de 13
pacientes com toxoplasmose ocular ativa. Utilizando método de
immunoblotting analisaram as bandas entre pesos moleculares de 25 e 80 kDa
para deteccdo de 1gG intraocular. Houve um reconhecimento mais acentuado
do antigeno 28 kDa, sendo menor nas bandas 43 e 58 kDa.

E considerado que o principal antigeno de superficie do toxoplasma é a
proteina SAG-1, com peso molecular de 30 kDa. (SHARMA et al., 1983). Os
antigenos protéicos variam de acordo com a cepa do microorganismo.

VALLOCHI et al., (2005) estudou 92 olhos do banco de olhos de Séo
Paulo, Brasil, e dois olhos enucleados por toxoplasmose, da cidade de
Erechim, sul de Brasil. Foi visto que 11 (nove de S&o Paulo e dois de
Erechim) tinham cicatrizes de toxoplasmose. Foi identificado por PCR que a
cepa mais frequente foi do tipo I. KHAN et al., (2006) relata que genoétipos
de cepas isoladas em Brasil foram altamente divergentes quando comparados
a linhagens de clones da América do Norte e Europa, o que leva a crer que o
mapeamento genético do parasita é mais complexo que o reconhecido
previamente, sugerindo que genoétipos Unicos ou divergentes possam
contribuir a quadros clinicos diferentes em diversas localidades.

Desde que o antigeno trabalhado pelos autores é um antigeno bruto da
cepa RH, é possivel que a purificagdo do mesmo, com isolamento dos
antigenos mais frequentemente encontrados, possa vir a melhorar a
sensibilidade e especificidade do exame. Conhecer qual é a cepa
predominante em Pernambuco reforcaria a chances de identificacdo antigénica

e reconhecimento dos mesmos pela imunoglobulina.
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Pode ser visto, pelos dados mostrados que a sensibilidade e
especificidade do teste aqui apresentado sdo compativeis com os encontrados
na literatura para diagnostico da toxoplasmose ocular, mostrando uma faixa
de sensibilidade entre 62% a 65,9% e especificidade entre 62,6% e 71,6%. A
razdo de verossimilhanca positiva, determinada pela frequéncia da ocorréncia
do resultado em pacientes com a enfermidade, comparado com aqueles sem a
enfermidade, mostrou valor de 2,3 tendo variacbes de acordo com as
simulacdes. Na pratica, quer dizer que um paciente com resultado positivo do
teste de IgAs anti-Toxoplasma gondii tem duas vezes mais probabilidades de
gue o resultado seja realmente verdadeiro. Esse valor altera pouco as
probabilidades, porém, em determinadas situacfes pode ser importante.

O valor preditivo positivo, determinado pela proporcdo de doentes entre
0S positivos ao teste, mostrou um valor de 72%, o que significa que de cada
dez individuos que apresentam resultado do teste positivo, sete, realmente
tém a doenca.

O valor preditivo negativo, corresponde a proporcdo de sadios entre os
negativos ao teste. No presente estudo mostrou valor de 65,4%, o que
significa que cada dez testes negativos, seis estdo realmente negativos, ou néo
tém a doenca.

Os valores preditivos sdo influenciados pela prevaléncia da
enfermidade, neste caso, da toxoplasmose.

Na pratica, quanto mais sensivel for o teste maior serd seu valor
preditivo negativo, sendo assim, maior seguranca ter4 o oftalmologista, para
dizer ao paciente com resultados negativo, que ele ndo tem toxoplasmose

ocular.
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Em contraposicdo, quanto mais especifico for o teste, melhor sera seu
valor preditivo positivo, que leva o oftalmologista a confirmar a doenca. Os
aspectos descritos foram evidenciados nas simulacfes desenvolvidas com os
grupos do estudo.

Em relacdo a probabilidade da doenca, a estimativa da prevaléncia da
doenca na amostra pré e pds-teste mostrou uma variacéo de 20%, que pode ser
considerada como satisfatoria.

MICHEL HOGAN, oftalmologista respeitado mundialmente pelas suas
contribuicdes cientificas, em 1957 comentou que: “A toxoplasmoses humana é
uma das mais interessantes enfermidades da medicina moderna”.
Aproximadamente 50 anos mais tarde os investigadores continuam a ficar
fascinados, intrigados e frustrados com a doenca. Durante os ultimos anos h&a
um interesse renovado para compreender todos os aspectos da doenca ocular,
desde a forma de transmissdo, apresentacdo e tratamento.

No estudo desenvolvido, se apresenta um novo instrumento para
diagnostico da toxoplasmose ocular, ndo invasivo, fécil de realizar, inécuo e
de baixo custo. Aprimoramentos precisam ser realizados no ambito
laboratorial, porém, sem duavida, dentro de algum tempo fard parte da

propedéutica para estudo da doenca.



93

10 - CONCLUSAO.

Os resultados obtidos na determinacdo da presenca de reatividade da
IgA secretora anti-Toxoplasma gondii na lagrima, assim como a quantificacao
de seus niveis nos grupos de uveites constituintes da amostra, permitem
concluir que o teste em estudo € valido para diferenciar pacientes portadores
de uveite posterior ativa por toxoplasmose ocular de pacientes portadores de
uveites causadas por outras etiologias. Ressalte-se que se trata de um exame

nado invasivo, de fécil execucao e de baixo custo.
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11 - RECOMENDAGCOES.

O autor recomenda a realizacdo de novas pesquisas sobre a IgA
secretora especifica para toxoplasmose, estudos que possam elucidar
guestionamentos referentes a cinética da producédo da IgAs especifica anti-T.
gondii, sua evolugdo natural, seu comportamento frente a tratamentos e
doencas de carater imunolégico, assim como pesquisas de purificacdo do
antigeno toxoplasmico com o intuito de melhorar a sensibilidade e
especificidade do teste apresentado no presente estudo.

A juncdo das informagfGes acima sugeridas podera trazer ao médico
oftalmologista um teste diagndstico com capacidade de auxiliar no dificil
diagnostico diferencial das uveites, trazendo beneficios para a populagao
acometida por essa doenca. Beneficios que o autor recomenda que sejam

avaliados em estudos controlados.
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ANEXO N°1

Ficha N°

Registro: Data:

Nome:

Sexo: [1 Masc [1 Fem lIdade (anos): [110-19 (120-30 131-40 [141-50 [1>/= 51
Cor: 0 Branca [ preta O morena.

Estado civil: [0 casada [] solteira [ vilva.

Procedéncia: [1:Area metropolitana [l Interior () Minas Gerais

Profissao:

Domicilio:

Telefone .Fax E-mail

Queixa principal

Historia atual

Antecedentes Pessoais:

Teve episddios de uveite posteriores? [] Sim [J Nao

Quantos? 1 12-3 1 4-5 1 60out

Antecedentes familiares

Quanto tempo demorou em consultar médico, desde que comegaram 0sS
sintomas? (semanas).

<1 [11a2 [13a4 [4a6 [1>6
AV sc: OD= cc: OD= Perto: OD

sc OE= cc: OE= OE=



Baixa da AV/ olho comprometido cc:
71 conta dedos [ entre 20/200 e 20/100 [J entre 20/80 e 20/60

[J entre 20/40 e 20/30 [J entre 20/25 e 20/20

Refracéo: [1 sob ciclo 1 dindmica
OD OD:ii
OFE: OFE: . i

Biomicroscopia:
Conjuntiva: [J normal [Iinjecdo superficial [ injecao ciliar
Cornea: [Iclara [ edema setorial ledema difuso [ pp endoteliais finos

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

Humor Aquoso: [ transparente; células por campo: [1 0 [Iraras = 1-2
0 ocasionais=3-7; [7-10 [010-15 (15-20 0O 20-50 [50+
“flare” [J0 ; [J discreto 1+/4+ [Imoderado 2+/4+ [limportante 3+/4+
Jintenso 4+/4+
71 hipépio linear [ hip6pio meia cAmara
iris: edema estromal [Inddulos de Koeppe [n6dulos de Busacca
[] sinéquias anteriores [Isinéquias posteriores
Cristalino: [] transparente [fibrina na pupila [Iseclusdao [Icatarata
Tonometria: OD as horas

OE as horas
Vitreo: [1 0-1 célula/ sem opacidades [12- 20 cel/ poucas opacidades
[] 21-50 cel/opacidades esparsas [] 51- 100 cel/ opacidades moderadas
[1101- 250 cel/ muitas opacidades

Presenca ou ndo de cicatrizes retinocoroideas e caracteristicas da |eséo.
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1 Um foco ativo/ exsudativo ] Multiplos focos exsudativos
Cicatriz retinocoroidea antiga [I Papilite
V asculopatia:
] Ausente [ Embainhamento perivascular difuso
] Embainhamento perivascular segmentario [ Perivasculite em “rosario” [J
Obstrugdes de ramos arteriais [ neovascularizagdo coroideana
Localizacdo da leséo: [J macular [1 perimacular [ maculo-discal
1 justa-discal [ periférica
NUmero das lesdes:
7 Unica [ satélite [ duas [J maltiplas
Tamanho das lesbes:
01 Puntiforme [1 1 diametro discal (]2 diametro [1 > 2 diametros

Observacdes:

Hipotese Diagnostica:

Exames:
ELISA: T11gG [ IgM [JIgAs
Titulos: 1gG =

IgM =

IgAs lagrima =

Hemograma

Retinografia

Angiografia fluoresceinica
Ultra-sonografia B

Outros:
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Tratamento:

0 Pirimetamida [ Sulfadiazina (] acido folinico [ Prednisona

[l Clindamicina [J Espiramicina [J Trimetroprim + sulfametoxazol
1 outros

Evolucéo
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ANEXO N°2.

Validacdo do teste de IgA secretéria antitoxoplasma da lagrima para diagndéstico de
uveite posterior ativa presumivelmente por Toxoplasma gondii.
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

CURSO DE POS-GRADUAGCAO EM MEDICINA TROPICAL

Investigadora: Maria Isabel Lynch Gaete
Rua Antonio Gomes de Freitas, 191-11ha do Leite- Recife —PE.

Tel: 34234166

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

concordo que ele (a) participe / em participar da pesquisa para Validacdo do
teste de IgA secretora antitoxoplasma da lagrima para diagnostico de uveite
posterior por Toxoplasma gondii., mediante o qual vira a ser possivel o
esclarecimento diagnostico da doenca em questéo.

Sendo assim autorizo a realizacdo do exame oftalmolégico completo,
(refracdo, biomicroscopia, tonometria, fundoscopia) no ambulatério de
oftalmologia do Hospital das Clinicas da UFPE, assim também como a
retirada de amostra de sangue venosa (10ml), e algumas lagrimas, para
exames laboratoriais. Esses exames nao significam qualquer risco para a
saude, podendo trazer beneficios na medida que permitam o esclarecimento da

doenca.
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Declaro que fui esclarecido (a) que utilizando algumas l&grimas virédo a
ser feitos dosagens de anticorpos para saber se o olho tem ou né&o
toxoplasmose, e que entendi todas as informacGes que me foram fornecidas.
Por este motivo, dou o0 meu consentimento livre e voluntario para participar
do mesmo, e para que os dados obtidos sejam utilizados, desde que minha
identidade 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 pesquisa sem penalizagcdo alguma e sem prejuizo

aos cuidados e acompanhamento da doenca.

Recife, ... de ........... de 200..

Nome do pesquisador responsavel

Nome do pai ou responséavel

Nome da crianca

12 Testemunha

228 Testemunha
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