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breathe, move, and have our physical being, incapable of
confinement, or exclusive appropriation. Inventions then
cannot, in nature, be a subject of property”. (THOMAS
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RESUMO

Introducéo: A toxoplasmose ocular é provocada pelo Toxoplasma gondii que causa
uveite recorrente, cujo diagnostico clinico pode se confundir com outras uveites. Estudos

mostram que h& associagdo entre toxoplasmose ocular ativa e IgAs anti-T. gondii na lagrima.

Objetivo: Comparar os niveis de IgAs anti-T. gondii da lagrima da fase aguda com a

fase inativa de pacientes com uveite toxoplasmica.

Metodologia: Selecionaram-se 29 pacientes com uveite toxoplasmica aguda que
apresentavam niveis positivos de IgAs especifica na lagrima para Toxoplasma gondii e foram
acompanhados por periodo minimo de dois anos. Ap6s 0 acompanhamento a IgAs da lagrima
anti-T. gondii dos pacientes foi medida e comparada com a fase aguda.

Resultados: A IgAs especifica para Toxoplasma gondii encontrou-se negativa em 22
pacientes (75,86%) e positiva em sete pacientes (24,13%), dos quais seis (85,7%) tinham
tempo de acompanhamento de até trés anos. A reducdo da media dos niveis da IgAs na fase
aguda de 1,54 para 0,72 na fase de inatividade foi significativa (p=0,0001).

Conclusdo: A IgAs anti-T. gondii da lagrima encontra-se negativa em 75,86%
pacientes ap0s a fase aguda, podendo ser utilizada como marcador diagndstico da

toxoplasmose ocular ativa.

Palavras chave: Uveite, toxoplasmose ocular, IgA secretora, lagrima
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ABSTRACT

Introduction: Ocular toxoplamosis is caused by the protozoan Toxoplasma gondii that
leads to recurrent uveitis. Its clinical diagnosis is often confused with other types of uveitis.
Studies have shown that there is an association between active ocular toxoplasmosis and the
presence of IgAs anti-T. gondii in tears.

Objective: To compare the level of IgAs anti-T. gondii in tears of patients with
toxoplasmic uveitis during acute phase versus inactive phase of the disease.

Methods: There were selected 29 patients with acute toxoplasmic uveitis who
presented positive for the specific IgAs in tears. These patients were followed by a minimum
period of two years. After that, the IgAs anti-T. gondii level was measured and compared with
the acute phase level.

Results: The specific IgAs was negative in 22 patients (75.56%) and positive in 7
patients (24.13%). Among the latter, six patients (85.7%) had a follow up period up to three
years. The decrease in the acute phase IgAs mean value from 1,53 to the inactive phase value
of 0,73 was significant (p=0,0001).

Conclusions: IgAs anti-T. gondii of tears was negative in 75,56% of patients after the
disease acute phase enabling this marker to be used for the diagnosis of active ocular

toxoplasmosis.

Key words: Uveitis, ocular toxoplasmosis, secretory IgA, tear
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Introdugéo

1.1.1 Anatomia do globo ocular

O olho é o o6rgdo responsavel pela visdo, se encontra localizado na Orbita, porcdo do
cranio destinada ao suporte e protecdo do globo ocular e seus anexos. O globo ocular
apresenta diversas estruturas responsaveis pela captacao da luz e transmissdo da mesma para o
cerebro onde ela é processada, tendo-se a sensacdo da visualizagdo das imagens, ou seja, a
visdo propriamente dita. Para que tal objetivo seja atingido sdo necessarias funcdes distintas
nas diversas estruturas que o olho apresenta, assim inicialmente temos regides com funcdo de
captacdo e focalizacdo do estimulo luminoso e regides com funcdo de transformagdo desse
estimulo luminoso em estimulo nervoso, bem como a transmissdo desse novo estimulo ao
cortex (FORRESTER et al., 2008; DANTAS, 2002).

Todo o processo acima descrito envolve a presenca de milhdes de delicadas conexdes
nervosas na retina, as quais devem, além de receber a imagem de forma nitida, se encontrar
integras, visto que qualquer processo que promova a falta de nitidez na imagem transmitida
ou falha na integridade das conexdes retinianas pode induzir a uma baixa da visdo, quer seja
transitoria ou permanente (FORRESTER et al., 2008; DANTAS, 2002).

Anatomicamente o olho humano apresenta distintas regifes. As tunicas que compbem
o olho sdo a tdnica fibrosa, vascular e interna ou nervosa. A tdnica fibrosa compreende a
clrnea, o limbo e a esclera, a vascular compreende a cordide, o corpo ciliar e a iris e a interna
(nervosa) compreende a retina. Internamente o globo ocular apresenta compartimentos
distintos, assim ha um segmento anterior e um segmento posterior, 0s quais sdo separados
pela face posterior do cristalino e seu ligamento de suspenséo, a zonula. O segmento anterior
é dividido em duas camaras, a anterior que vai do endotélio corneano a face anterior da iris e a
posterior que vai da face posterior da iris a face anterior do cristalino. As camaras se
comunicam através da pupila e sdo preenchidas por humor aquoso, o qual se encontra em
constante renovacdo (KNOP; KNOP, 2005a).

O segmento posterior do globo ocular é preenchido pelo humor vitreo, estrutura que se
assemelha a um gel viscoelastico e é composto por 98% de agua. E delimitado anteriormente
pela face posterior do cristalino e posteriormente pela retina e nervo Optico, sendo este a
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continuacdo das fibras ganglionares da retina e o responsavel pela condugdo do estimulo
elétrico ao cérebro (FORRESTER et al., 2008; DANTAS, 2002).

A retina é uma delicada estrutura responsavel pela conversdo da informagéo relevante
do ambiente em impulsos nervosos que sdo transmitidos ao cortex para decodificacdo e
analise. Anatomicamente é formada por dez camadas estrutural e funcionalmente distintas. O
tecido retiniano é nutrido de duas maneiras distintas, sendo uma pela artéria central da retina e
seus capilares que nutrem as camadas mais internas da retina e outra através do epitélio
pigmentar da retina, onde ocorre difusdo de nutrientes provenientes da cordide. Ambos
mecanismos de nutri¢do sdo altamente seletivos, uma vez que tanto os vasos da retina como o
epitélio pigmentar apresentam barreiras especificas e de elevada seletividade, isolando o
tecido retiniano do ambiente sanguineo (DANTAS, 2002).

Vérias sdo as estruturas acessorias do olho contidas na Orbita e que atuam contribuindo
com o globo ocular para que 0 mesmo exerca suas fungdes. Sdo descritas a musculatura
extrinseca ocular, as fascias musculares, a palpebra e supercilios, a conjuntiva e o aparelho
lacrimal, sendo este Gltimo composto pela glandula lacrimal principal, glandulas lacrimais
acessorias e vias de excrecdo lacrimal. A principal funcdo do aparelha lacrimal é a producdo,
manutencgdo e excrecdo da lagrima e seus componentes (KNOP; KNOP, 2000, 2001, 2007).

Importante correlacdo funcional na imunologia da superficie ocular € encontrada entre
a glandula lacrimal, a conjuntiva e o sistema de drenagem lacrimal. Trabalhos descrevem as
propriedades imunoldgicas dos trés tecidos separadamente e em conjunto, como componentes
do tecido linfoide associado a mucosas, MALT (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue). A
glandula lacrimal apresenta celulas linféides em sua estrutura com producdo de
Imunoglobulina A secretora (IgAs) a qual é liberada na lagrima com importantes funcdes
protetoras da superficie ocular. A conjuntiva apresenta uma lamina prépria rica em células
derivadas da medula 6ssea que formam o sistema imune da mucosa denominado tecido
linfoide associado a conjuntiva (CALT, Conjunctiva-Associated Lymphoid Tissue). O sistema
de drenagem lacrimal apresenta em seu epitélio canalicular tecido linféide difuso que
contribui com o sistema imune secretor sendo integrado ao sistema imune de mucosas, o qual
se denomina tecido linfoide associado a drenagem lacrimal (LDALT, Lacrimal Drainage-
Associated Lymphoid Tissue) (KNOP; KNOP, 2000, 2001, 2007).

A gléndula lacrimal, a conjuntiva e o sistema de drenagem lacrimal s&o continuos e
atuam em conjunto como MALT, atuando na preservacdo da integridade e funcionalidade da
superficie ocular. A percepcdo desse tecido como unidade e suas funcbes especificas, o tem

colocado como um novo componente do sistema imune das mucosas recebendo o nome de
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tecido linféide associado ao olho (EALT, Eye-Associated Lymphoid Tissue) (KNOP; KNOP,
2005b).

1.1.2 O sistema imunoldgico, introdugéo

O sistema imune apresenta dois componentes funcionalmente diferentes, o sistema
imune inato e o sistema imune adaptativo. A resposta imune inata se caracteriza, entre outras
coisas, pela resposta rapida a patdgenos que expressam padrdes moleculares com ativacdo
rapida de células efetoras do sistema imunoldgico e do sistema complemento com eliminagdo
do patdégeno por citélise ou fagocitose. A resposta inata apresenta também um papel
fundamental na iniciacdo da resposta adaptativa, macrdfagos e células dendriticas apresentam
antigenos para células B e células T, o que é facilitado pelo sistema complemento.
Componentes do sistema inato também auxiliam na ativacdo de células apresentadoras de
antigenos assim como na expansdo clonal de células T e B, com formacdo de células de
memoria para o antigeno. Uma segunda exposicdo ao mesmo antigeno resultara em uma
resposta mais rapida e aumentada na expansdo de células B e T antigeno-especificas. O tipo
de resposta desencadeada é extremamente varidvel, dependendo do tipo de antigeno
identificado, suscetibilidade do hospedeiro, maneira e local como o antigeno é expresso, entre
outros fatores. A resposta pode apresentar predominancia de anticorpos produzidos pelas
células B (resposta humoral) ou predominancia de células T efetoras (resposta celular).

Anticorpos estdo presentes na membrana das células B e sdo ativamente secretadas
pelos plasmécitos. Recebem o nome de imunoglobulinas. Os anticorpos de membrana das
células B Ihe fornecem especificidade antigeno-anticorpo e os anticorpos liberados no sangue
e secrecOes funcionam, de uma maneira geral, como efetores da imunidade adquirida humoral
ligando-se a antigenos e participando de func¢Ges imunes. S&o divididos em cinco isotipos,
cada um com caracteristicas distintas, imunoglobulinas G, A, M, D e E (IgG, IgA, IgM, IgD e
IgE), ainda com formacdo de subclasses das imunoglobulinas G (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4) e
IgA (IgAl e IgA2) (ABBAS, 2007).

A 1gG constitui 80% das imunoglobulinas séricas e possui capacidade de atravessar a
placenta. IgM é a imunoglobulina presente na membrana das células B, sendo nesse local a
sua forma monomérica. Constitui de 5 a 10% das imunoglobulinas séricas onde se encontra
em sua forma pentdmera, onde cinco monémeros sdao ligados entre si e possuem em sua
estrutura uma cadeia polipeptidea adicional, a cadeia J (do inglés Joint chain). A presenca da
cadeia J permite que o pentdmero se ligue aos receptores de células secretdrias possibilitando
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0 transporte através de epitélios secretores com liberacdo da IgM para secre¢Bes externas,
onde exerce funcio secundaria na defesa das mucosas. E a primeira classe de imunoglobulina
a ser produzida na resposta ao antigeno, sendo muitas vezes utilizada como marcador
diagndstico para identificagdo de doencas. N&o possui capacidade de atravessar a placenta.

A IgD constitui aproximadamente 0,2% do total das imunoglobulinas séricas e
juntamente com a IgM, sdo expressas por celulas B maduras em sua membrana. As suas
fungdes efetoras no sistema imune sdo pouco conhecidas. A IgE é a imunoglobulina
responsdvel por mediar as reacdes de hipersensibilidade imediata, sendo fundamental nos
processos alérgicos, além de atuar nas defesas contra parasitas. Apresenta concentracao sérica
extremamente baixa.

A IgA constitui apenas 10 a 15% das imunoglobulinas séricas, mas é a imunoglobulina
predominante nas secrecfes externas como leite materno, saliva, lagrima e muco dos
brénquios, trato geniturinario e trato digestivo. A producédo diaria de IgA é a maior entre as
imunoglobulinas variando de 5 a 15g (gramas).

A forma sérica predominante é a monomérica, podendo existir outras formas
poliméricas (dimeros, trimeros e tetrameros), estas contém a cadeia J, semelhante a
encontrada na IgM e que exerce a mesma funcdo, permitir que a IgA sérica seja captada pela
celula epitelial e conduzida ao ambiente externo. A IgA das secre¢fes € normalmente um
dimero, podendo ser também um tetrdmero, e € denominada IgA secretoria (IgAs), possui
além da cadeia J um outra cadeia polipeptidica denominada componente secretor (ABBAS,
2007).

Os plasmécitos que produzem a IgA migram preferencialmente para a porgédo
subepitelial do trato gastrointestinal, assim como do intersticio de glandulas mamaria, salivar
e lacrimal, onde a IgA é secretada como dimero. Na base das células epiteliais da mucosa é
produzido o receptor poli-1g, apos a ligagdo com este receptor a IgA € transportada através da
barreira epitelial até o limen onde seré secretada. Parte do receptor é quebrado, ficando ligado
a IgA constituindo a peca secretoria ou componente secretor. Uma vez secretada na forma
secretora, a IgA possui um importante papel na prevencao de adesdo de patdgenos inibindo a
colonizacdo de bactérias e infecgdes virais, 0 que é facilitado pela disposicdo dimérica ou
tetramérica da IgAs. Tal disposicdo permite conexao com antigenos com multiplos epitopos
facilitando a retirada de patdégenos do ambiente, através da constante renovacdo que as
secre¢0es mucosas normalmente apresentam (ABBAS, 2007). A IgAs das mucosas pode ser
considerada como natural ou adquirida. A forma natural das mucosas atua no sistema imune

inato e tem como caracteristicas a poliespecificidade e a ndo relacdo com a idade. A IgA
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adquirida apresenta funcdo antigeno-especifica e estd relacionada com a idade e com
exposicdo ao antigeno (MEEK et al., 2002; OCHSENBEIN; ZINKERNAGEL, 2000).

A IgA, tanto a forma sérica como a secretora, além de apresentarem importantes
fungdes imunoldgicas, podem ser utilizadas no diagnostico de diversas doencas de variadas
etiologias, como exemplo a purpura de Henoch-Schonlein (CASANUEVA; RODRIGUEZ-
VALVERDE; LUCENO, 1988), hepatitt B (ZHANG et al., 2009) e toxoplasmose
(GARWERG et al., 2004).

A coordenacdo da resposta imunoldgica é fundamental para a protecdo do hospedeiro,
entretanto diversos aspectos podem levar a uma resposta deficiente ou mesmo prejudicial,
uma vez que nem todos os estimulos antigénicos sdo nocivos. A inflamacéo decorrente da
resposta imune pode ser deletéria em locais onde a capacidade de regeneragdo é minima ou
quando o reconhecimento de antigenos é realizado de forma inadequada, percebendo-se
antigenos proprios como sendo nao préprios ou mesmo quando se reage a antigenos Uteis ao
préprio organismo. A capacidade de resposta depende também da distribuicdo do tecido
linféide no local, sua organizacdo em centros germinativos ou em aglomerados de células
imunocompetentes e 0 modo como o antigeno é apresentado. Para uma melhor coordenagdo
da resposta imunolégica o proprio organismo modula seu sistema imune com o
desenvolvimento de respostas regionais, assim a resposta sanguinea, por exemplo, a um
antigeno, pode ser diferente da resposta intestinal ao mesmo antigeno no mesmo hospedeiro.
O extremo da imunidade regional ocorre quando a necessidade de modulacdo induz
diferencas importantes na resposta imunoldgica, como acontece no imunoprivilégio
(DELVES; ROITT, 2007a; 2007b; KAPLAN; NIEDERKORN, 2007).

No olho percebe-se que qualquer estrutura que leve a uma resposta inflamatéria pode
produzir mais dano que o proprio antigeno desencadeador da resposta, uma vez que estruturas
do olho possuem capacidade regenerativa limitada aléem de serem extremamente delicadas,
em especial a retina, onde a perda de conexdes nervosas pode gerar dano visual irreversivel
mesmo ndo ocorrendo destruicdo tecidual. Dentro desse contexto o olho desenvolveu
mecanismos que tornam a resposta imune ocular diferenciada: o imunoprivilégio ocular
(KAPLAN, 2007).
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1.1.3 Imunologia do olho humano

O status imunoldgico do olho pode ser dividido em duas por¢des com propriedades
imunologicamente distintas, um compartimento interno e um compartimento externo (MEEK
et al., 2003; KAPLAN, 2007).

O compartimento ocular interno corresponde ao ambiente intra-ocular e suas
estruturas. Imunologicamente este compartimento se apresenta isolado do ambiente externo
por diversos fatores, sendo os principais a auséncia de vasos linfaticos e a presenca de zénulas
de ocluséo entre as células endoteliais, epiteliais, endotélio dos vasos intra-oculares e epitélio
pigmentar da retina, formando assim as barreiras oculares. O isolamento resultante constitui
uma barreira efetiva para moléculas solUveis e contribui para a constituicdo Unica do humor
aquoso e do vitreo. O imunoprivilégio ocular depende de varios fatores que incluem o
isolamento intra-ocular acima descrito, fatores imunomoduladores sollveis presentes no
humor aquoso, receptores de superficie de células parenquimatosas intraoculares com
capacidade imunomoduladora, regulacdo especifica do sistema complemento e células
apresentadoras de antigeno promotoras de tolerancia antigénica. Todos contribuindo para um
ambiente de imunossupressdo onde ha inibicdo da resposta inflamatdria, especialmente a
resposta imune celular (KAPLAN, 2007; STREILEIN, 1999)

O compartimento ocular externo, do ponto de vista imunoldgico, se refere a glandula
lacrimal, a conjuntiva e a via lacrimal de drenagem que, por possuirem células linfoides e
atuarem em conjunto, recebem o nome de EALT, sendo um componente do sistema imune

das mucosas com resposta imune regionalizada (MEEK et al., 2003).

1.1.4 A lagrima e a IgAs

A superficie ocular esta diretamente exposta ao ambiente externo, conseqlientemente a
uma infinidade de antigenos e microorganismos patogénicos. Diversos mecanismos locais s&o
responsaveis pela manutencdo da integridade das estruturas oculares externas, como a cornea,
uma vez que lesdes suas podem evoluir para a perda de transparéncia com resultante baixa de
visdo. Componentes da imunidade inata e de imunidade adquirida permitem um equilibrio
com o ambiente externo e protecdo do sistema visual (KNOP; KNOP, 2005b).

Os componentes passivos do sistema imune inato da superficie ocular sdo uma
complexa colaboracdo de multiplos processos anatémicos, teciduais, celulares e bioquimicos.

A defesa mais externa é fornecida pela protecdo anatdmica orbitéria, cujo sistema 0sseo e
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formato protegem o olho de traumas e corpos estranhos. As palpebras e os cilios ajudam a
proteger o globo ocular além de promoverem o piscar, movimento reflexo que
constantemente, no periodo de vigilia, redistribui o filme lacrimal pelo olho e bombeia a
lagrima para o canal lacrimal, favorecendo a drenagem e renovacgédo da lagrima com retirada
de produtos e microorganismos que se acumulam na superficie ocular (NORDLUND;
PEPOSE, 2005).

O filme lacrimal é uma complexa estrutura que compde a segunda camada de defesa
contra invasdo microbiana da superficie ocular. E descrita classicamente como composto por
trés camadas, uma mais externa lipidica, uma intermediaria aquosa e uma mais interna, a
camada de mucina. A producdo basal de aproximadamente 1pl/minuto gera um fluxo
continuo que se dirige da regido supero - temporal a regido nasal do globo ocular onde a
lagrima é drenada. Esse fluxo, associado a renovacdo do filme lacrimal, constituem um
importante mecanismo de limpeza da superficie ocular.

O filme lacrimal também contribui para as defesas da superficie ocular por conter
varias proteinas em sua constituicdo, mais de 500 ja foram identificadas sendo algumas
possuidoras de propriedades antimicrobianas e antiinflamatérias como a lisozima,
lactoferrina, lipocalinas especificas da lagrima, &-lisina, fosfolipase A2 e IgAs. A mucina do
filme lacrimal também contribui na protecdo da superficie ocular formando uma cobertura
sobre o epitélio da cornea altamente resistente a degradacéo enzimatica limitando a adesdo de
micrdbios ao epitélio corneano (BEUERMAN, 2005; KNOP; KNOP, 2005b).

Macrofagos, neutréfilos e mastocitos, células que atuam no sistema inato de defesa
também s&o encontradas na conjuntiva, juntamente com proteinas do sistema complemento.

A presenca de tecido linfoide caracteriza a atividade que a imunidade adquirida
apresenta na superficie ocular, onde encontramos um amplo componente do sistema imune de
mucosas, 0 EALT, além de uma rede de vasos linfaticos que drenam para os linfonodos pré-
auriculares e submandibulares. O EALT vem sendo constantemente estudado por diversos
autores. Trabalhos de Knop e Knop (2005b) descrevem a glandula lacrimal, a conjuntiva e o
sistema lacrimal de drenagem como componentes do EALT. Acreditava-se que a producdo de
IgAs na lagrima era devida apenas a glandula lacrimal, porém atualmente sabe-se que as
células linféides conjuntivais também sdo consideraras produtoras de IgAs, o que foi
verificado através de RT-PCR (Reacdo de Transcriptase Reversa e Reagdo de Cadeia de
Polimerase — “Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction”) do tecido conjuntival
(KNOP; KNOP; CLAUS, 2008).
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A resposta adquirida da mucosa conjuntival frente ao estimulo antigénico é semelhante
a de outras mucosas, hd o reconhecimento do antigeno com apresentacdo do mesmo aos
linfocitos pelas células apresentadoras de antigeno e posteriormente liberacdo de anticorpos,
ou seja, ha uma resposta aferente e eferente. Na mucosa ocular, especificamente, os foliculos
linféides do EALT sdo o local onde o sistema imune adquirido tem seu braco efetor. A
presenca de células M, centros germinativos e células endoteliais altas (HEV, “High
Endotelial Venules”) mostram a capacidade do EALT para funcionar como MALT. Os
linfocitos entram em contato com o0s antigenos do ambiente externo através das células
apresentadoras de antigeno e sofrem diferenciagdo em células efetoras com atividade celular
ou humoral, sendo a IgAs a imunoglobulina predominante na resposta humoral. Os linfécitos
circulantes sanguineos entram nos tecidos linféides via as HEV. Os linfocitos ativados podem
sair do tecido linfoide através de vasos linfaticos e entrar, através do ducto toracico, na
circulagdo sanguinea onde o acesso a outras mucosas resulta na chamada recirculagéo
linfocitaria, integrando a superficie ocular ao sistema imune das mucosas (KNOP; KNOP,
2005a) como mostram Gregory e Filler (1987) em estudo onde a ingestdo oral de
Streptococcus mutans induziu secrecdo de anticorpos especificos IgA1l e IgA2 na saliva,
lagrimas e colostro, evidenciando a conexdo entre a resposta imune de diferentes mucosas.
Fatores que modulam essa resposta imune nas mucosas incluem a imunogenicidade e a
quantidade de antigeno exposto & mucosa inicialmente (MEEK et al., 2002). Esse aspecto &
relevante quando se busca compreender a origem dos anticorpos na lagrima.

Os diversos processos patoldgicos que acometem a superficie ocular podem evoluir
com modificaces na IgAs da lagrima, assim, tanto sua quantificacdo como sua especificidade
podem ser Uteis no estudo da superficie ocular como ja sugeriam Coyle e Sibony (1986) ao
utilizarem o teste de ELISA (Enzime-Linked ImunoSorbent Assay) na medicdo das
concentracdes de imunoglobulinas da lagrima. Com a utilizagdo do ELISA possibilitou-se a
utilizacdo de pequenas quantidades de lagrima com boa sensibilidade e confiabilidade. A
técnica de coleta da lagrima para estudos apresenta variagdes na literatura. Autores como
Coyle e Sibony (1986) e Meek et al. (2000) utilizam micropipetas em fundo de saco
conjuntival para a coleta da lagrima, Lynch et al. (2004) descrevem a coleta da lagrima com
uso de papel filtro em toxoplasmose e Hoshino et al. (2006) avaliam a eficacia da medida da
IgAs com uso de papel filtro mostrando sua aplicabilidade.

A andlise na IgAs para fins de estudo tem sido descrita em diversos estudos. Hassan et
al. (2001) associam os niveis de IgAs & infeccdo de ceratite por acantoamoeba. Yavuz et al.
(2006) mostram a possibilidade de utilizacdo da IgAs na lagrima como marcador de atividade
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no olho seco na sindrome de Sjogren. A utilizacdo de IgAs no diagnostico de cisticercose
ocular também tem sido mostrada na literatura (SAHU; PARIJA; SAHU, 2008).

Meek et al. (2000) descrevem a presenca da IgAs especifica para Toxoplasma gondii
(T. gondii) em individuos normais. Levantam a possibilidade de serem anticorpos naturais o
que mais tarde € demonstrado na literatura (MEEK et al., 2002). Lynch et al. (2004)
verificaram a existéncia de associacdo entre uveite por Toxoplasma gondii e IgA secretora
especifica anti-T gondii na lagrima. Tese subsequente (LYNCH, 2007), concluiu que através
do teste da IgA secretora anti-Toxoplasma gondii na lagrima é possivel diferenciar pacientes
portadores de uveite posterior ativa por toxoplasmose ocular de pacientes portadores de

uveites causadas por outras etiologias.

1.2 Toxoplasmose

1.2.1 O Toxoplasma gondii, introdugédo

A toxoplasmose é provocada pelo Toxoplasma gondii, protozoario intracelular que
provoca uma variedade de achados clinicos em mamiferos tanto aquaticos como terrestres,
incluindo seres humanos e algumas espécies de aves.

O Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez por Alphonso Splendore em 1908
em Sdo Paulo, em coelhos, denominando-o Toxoplasma cuniculli. No mesmo ano, na Tunisia,
Charles Nicolle e Louis Manceaux observaram o parasita no roedor africano Ctenodactilus
gondii, denominando-o Leishmania gondii, no ano seguinte percebendo que nado se tratava de
uma espécie do género leishmania o denominaram Toxoplasma gondii. E parasita intracelular
obrigatorio e apresenta trés formas evolutivas: taquizoita, forma infectante de replicacéo
rapida, bradizoita, forma latente de replicaco lenta e esporozoita (KAWAZOE, 1988). E uma
zoonose de distribuicdo mundial, que apresenta como hospedeiro definitivo os felideos, sendo
0 homem um hospedeiro intermediéario da doenga. A prevaléncia é varidvel sendo maior em
zonas tropicais e menor em locais de clima arido ou frio (OREFICE; OLIVEIRA, 2005). Sio
descritas trés cepas diferentes, cepas tipo I, Il e I1l assim como formas recombinantes, com
viruléncia diferente entre elas. A cepa | é considerada a de maior viruléncia em camundongos
e a cepa tipo 11 tem sido descrita como prevalente em pacientes com AIDS (Acquired Immune
Deficiency Syndrome) (JABS; NGUYEN, 2006; BOOTHROYD; GRIGG, 2002).
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1.2.2 Ciclo e formas evolutivas

O toxoplasma apresenta dois ciclos de vida distintos, o ciclo assexuado e o ciclo
sexuado, ocorrendo este Ultimo apenas entre felinos, sendo o gato epidemiologicamente
relevante para a contaminacdo de seres humanos. No trato gastrointestinal dos gatos, ap0s
ingestdo de oocistos, bradizoitos ou taquizoitos, ha o surgimento de gametdcitos
(macromegatocitos e micromegatdcitos) que se fundem e formam zigotos, os quais evoluem
para formar oocistos. Apds o amadurecimento, um oocisto apresenta dois esporocistos com
quatro esporozoitos em seu interior. A liberagdo de oocistos pelo gato pode durar cerca de 30
dias e a infectividade dos cistos pode chegar a 18 meses em condicdes favoraveis (DUBEY et
al., 1998). No ciclo assexuado um hospedeiro suscetivel se contamina com qualquer uma das
formas infectantes do T. gondii. Apds a penetracdo inicia-se a proliferacdo de formas
taquizoitas, forma de multiplicacdo rapida, que vao se disseminar pelo organismo através do
sangue, linfa ou dentro de células, caracterizando a fase aguda da doenca. E nesta fase de
proliferacdo que o parasita penetra no olho e pode se alojar na retina. Com o avancar da
doenca e surgimento da resposta imune adquirida, o ambiente hostil induz & formacéo de
cistos teciduais de repouso, onde, em seu interior, hd a presenca de bradizoitos (JABS;
NGUYEN, 2006; OREFICE; OLIVEIRA, 2005).

1.2.3 Formas de contagio e epidemiologia

A contaminacdo humana pelo Toxoplasma gondii ocorre através da ingestdo de
qualquer uma de suas formas infectantes, as quais geralmente sdo adquiridas através de
alimentos ou agua contaminada com oocistos ou alimentos contendo cistos teciduais com
bradizoidos, especialmente carnes mal cozidas. A transmissdo vertical pode ocorrer se a
gestante se contamina durante a gravidez. Outras formas de contaminacdo sao descritas, como
ingestdo de taquizoitos através de liquidos contaminados como leite ou saliva, inalacdo de
taquizoitos, transplantes de 6rgéos entre outros (OREFICE; OLIVEIRA, 2005).

A prevaléncia elevada da infecgdo pelo Toxoplasma gondii a torna a zoonose mais
difundida em todo o mundo. Nos Estados Unidos estima-se que de 22,5% da populacéo
possui anticorpos para o toxoplasma, mostrando o contato prévio com o parasita (JONES et
al., 2001). O risco de contato aumenta com a idade, sendo as mulheres em idade fértil uma
populacdo de risco que requer cuidados adicionais pela possibilidade de transmisséo vertical
(HOLLAND, 2004). No Brasil a prevaléncia é varidvel conforme as diferentes regides
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estudadas, assim, no Rio Grande do Sul alcanca 82%, 42% em S&o Paulo e 50% na Bahia
(SEBBEN et al., 1995; ABREU et al., 1998).

As formas clinicas de apresentagdo em seres humanos podem ser divididas em quatro
sindromes distintas: infeccdo primaria no paciente imunocompetente, infeccdo no paciente
imunoincompetente, infeccdo congénita e retinocoroidite (ROSENTHAL; GOLDSMITH,
2008).

A infecgdo primaria no paciente imunocompetente é assintomatica em sua grande
maioria. Cerca de 10 a 20% dos pacientes podem apresentar sintomas semelhantes a
mononucleose com resolucdo benigna. Manifestagdes severas sdo raras. A retinocoroidite na
infeccdo primaria pode ocorrer, mas € um evento pouco frequente e varidvel conforme a
regido estudada (HOLLAND 2004).

A imunossupressdo pode ser um fator determinante no aparecimento de formas
atipicas de toxoplasmose, em pacientes com AIDS, céncer ou uso de terapias
imunossupressoras o0 surgimento de quadros infrequentes, como a neurotoxoplasmose, pode
levar a graves complicagdes. No paciente infectados pelo virus HIV a neurotoxoplasmose
pode ser doenca definidora de AIDS e apresenta importante morbidade e mortalidade nesses
pacientes, a variedade de achados clinicos e a dificuldade de interpretar os exames
laboratoriais tornam o diagndstico dificil nesses casos. A neurotoxoplasmose pode ser
decorrente de reativagdo de cistos latentes ou de primoinfec¢do, sendo ambas as formas
potencialmente graves.

A transmissdo vertical para o feto pode ocorrer durante a primoinfeccdo de pacientes
gestantes, quando na fase de disseminacdo da toxoplasmose aguda a forma taquizoita
atravessa a placenta e infecta o feto. Os achados no feto sdo varidveis podendo ocorrer desde
aborto, malformacdes congénitas, achados tardios da toxoplasmose e formas assintomaticas.
O achado tardio da toxoplasmose mais freqliente é a retinocoroidite, que seria decorrente de
reativacdo de cisto toxoplasmico que teria alcancado a retina na primoinfeccéo.

A toxoplasmose ocular é uma doenca potencialmente grave para a visdo que na
atualidade ¢ aceita como a doenca mais comumente causadora de les6es na retina e a principal
causa de uveite posterior em todo o mundo (HOLLAND et al., 2002), incluindo nosso meio
(OREFICE; OLIVEIRA, 2005).
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1.2.4 Imunologia na toxoplasmose

A contaminagdo com o parasita induz a uma série de alteragdes imunes que culminam
com a transformagdo da forma taquizoita em bradizoita levando a um estado de laténcia do
T.gondii.

Na contaminacdo da doenca, o toxoplasma penetra no tecido e inicia a fase de
replicacdo dentro das células infectadas. O tecido mais comumente acometido € o trato
gastrointestinal. Na multiplicacdo do parasita hd o rompimento da célula, liberagdo de novos
taquizoitos e infeccdo de células adjacentes com necrose tecidual local e disseminacdo para
nddulos linfaticos mesentéricos e distribuicdo por via linfatica e hematogénica para 0s
diversos tecidos do corpo.

Durante a fase aguda inicial da toxoplasmose, neutrofilos, macréfagos e células NK
(natural Killers) compdem a principal resposta do hospedeiro através de fagocitose,
citotoxidade celular e liberacdo de interferon gama (IFN-&), entretanto essa resposta inicial é
ineficiente na erradicagdo do parasita. Macrofagos e células dendriticas apresentam antigenos
para linfécitos CD4+ e CD8+ do tecido linféide com inicio da resposta celular com
predominio de padrdo Thl, com secrecdo especialmente de Interleucina-12 (IL-12). O IFN-&
ativa células efetoras estimulando a fagocitose, estimula as células NK e a citotoxidade
mediada por células CD8+. Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e Oxido nitrico sdo
produzidos por macrofagos ativados aumentando a destruicdo do parasita (LANG et al.,
2007).

A presenca de anticorpos também é importante no controle da infecgdo. Passados trés
a dez dias encontra-se IgM sérica que € seguida pela IgA sérica. A IgE também é detectavel
na fase aguda da doenca assim como a 1gG, sendo esta Gltima presente com baixa avidez
durante a infeccdo recente. Com a evolugdo tem-se um periodo de transicdo, onde os niveis de
IgG se elevam e a avidez cresce, deixando de ser considerada fraca aproximadamente no
quarto més apos a infec¢do e diminuem os anticorpos IgA e IgE e IgM. A IgM permanece
positiva de 12 a 18 meses, a IgA de 6 a 9 meses e a IgE de 4 a 6 meses (KODYM et al.,
2007). Progressivamente, hd o perfil de infec¢do latente ou crénica, com anticorpos 1gG de
baixos titulos e de alta avidez e auséncia dos outros isotipos. A velocidade de progressdo para
0 estado de laténcia é variavel com o estado imunitario do paciente. Ao nivel de mucosas
também h& uma resposta imune com producdo de IgAs que coincide com a infeccdo aguda,
como mostram estudos com colostro de Mack e Mcleod (1992) e em trabalhos experimentais
(CHARDES et al., 1990).
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Instalada a imunidade celular e humoral, inicia-se a eliminagé@o dos parasitas com uma
reducdo significativa no nimero de taquizoitos em todos os tecidos (MONTOYA; KOVACS;
REMINGTON, 2004).

Na primeira semana de infecgdo inicia-se a formacao dos cistos em diversos tecidos,
com preferéncia pelo cérebro, retina e musculatura esquelética e cardiaca. A formacdo dos
cistos é decorrente de uma transformacgéo do taquizoito que, em um ambiente hostil gerado
pela resposta imune, busca mecanismos de se manter viavel. Os cistos sdo estruturas que ndo
induzem respostas imunes, podendo permanecer latentes nos tecidos por anos. Possuem em
seu interior bradizoitos, que sdo as formas de replicagcdo lenta do T.gondii e responsaveis
pelas reativagdes da doenca que ocorrem quando os cistos se rompem. Diversos fatores séo
relacionados a conversdo de taquizoitos em bradizoitos, podendo-se citar IFN-&, 6xido nitrico,
TNF-4, presenca de células T e IL-12 (NUSSEMBLAT, 2004; DUBEY et al., 1998).

O comportamento das imunoglobulinas séricas tem sido utilizado para definir o
diagndstico da toxoplasmose na pratica médica. O diagndstico da fase aguda classicamente é
efetuado com a andlise da IgM, mas a manutencdo de niveis elevados por meses, assim como
pode ocorrer com a IgA, tem dificultado a interpretacdo dos resultados (GORGIEVESKI-
HRISOHO; GERMANN; MATTER, 1996).

Suzuki, Rocha e Rossi (2001) comparando niveis de imunoglobulinas em 33 pacientes
com toxoplasmose latente ha pelo menos um ano, encontram persisténcia de niveis de IgM
elevados em quatro pacientes (12,12%). Ao estudarem a IgA o ndmero de pacientes que
mantém niveis elevados chega a seis (18,18%), o que mostra uma limitacdo como marcadoras
da doenca ativa. Hipéteses diferentes tém sido discutidas na literatura para justificar esses
achados, Correia et al. (2007), em artigo de revisao, relatam que a continua micro-reativacao
de cistos ndo pode ser excluida como possibilidade e que outros fenémenos como reagado
cruzada com outros anticorpos proprios ou estranhos também pode contribuir.

Anticorpos naturais que reagem com o T. gondii foram descritos por Hajeer et al.
(1994) na saliva de 52 pacientes, sendo 27 com infeccdo recente, oito com infecgédo cronica e
17 sem sinais de infeccdo por toxoplasmose. Os autores utilizaram imunoblot e encontraram
IgAs reagindo em todos 0s pacientes com antigenos do T. gondii, sendo as bandas mais
frequentes encontradas as de 35 e 43kilodaltons (kDa).

A presenca de IgAs reagindo com o Toxoplasma gondii na lagrima também foi
descrita por varios autores, Meek et al. (2000) descrevem a presenca de anticorpos IgAs
naturais anti T. gondii em pacientes sem sinais de infec¢do. Lynch et al. (2004) descrevem a
presenca de IgAs especifica anti T. gondii em pacientes acometidos de toxoplasmose ocular.
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1.2.5. A toxoplasmose ocular

A toxoplasmose ocular apresenta duas formas de contaminagéo distintas, a congénita e
a adquirida, sendo importante distinguir ambas.

Na forma congénita a contaminagdo pelo toxoplasma ocorre durante a gestacéo, o
recém nascido pode apresentar alteracfes oftalmolégicas ao nascimento, caracterizando a
forma congénita neonatal, ou pode nascer sem alteracdes oftalmoldgicas, mas com cistos
retinianos que podem, anos mais tarde, romper e desencadear uma retinocoroidite
toxoplasmica, caracterizando a forma congénita tardia.

Na toxoplasmose ocular adquirida a contamina¢do com o T. gondii ocorre ap6s o
nascimento com o surgimento de alteragdes oftalmoldgicas juntamente com a primoinfeccdo,
caracterizando a forma adquirida concomitante, ou sem alteragdes oftalmolédgicas, mas com a
presenca de cistos retinianos silenciosos que, semelhante a forma congénita tardia, podem,
anos mais tarde, romper e desencadear uma retinocoroidite toxopldsmica, caracterizando a
forma adquirida tardia.

A toxoplasmose ocular se caracteriza por uma retinocoroidite, ou seja, 0 taquizoito
inicia a replicacdo na retina com necrose tecidual local que se propaga em direcdo a cordide e
surgem sinais de inflamacdo adjacente. A descrigdo classica da lesdo toxoplasmica é de uma
retinocoroidite granulomatosa, focal e necrosante que apos a resolugdo do quadro forma uma
cicatriz pigmentada com centro atrofico. Entretanto, lesdes atipicas tém se mostrado cada vez
mais frequentes, especialmente pacientes idosos e imunossuprimidos, onde as caracteristicas
da lesdo podem ser diferentes das classicamente descritas, implicando em dificuldades
diagndsticas (LABALETTE et al., 2002).

A uveite pelo T. gondii é uma doenca recidivante. Recidivas retinianas ocorrem tanto
na doenca congénita quanto na doenca adquirida pds-natal. Tipicamente aparecem como
lesBes satélites nas bordas de uma cicatriz retinocoroideana pré-existente, onde haveria cistos
quiescentes, embora em alguns pacientes ocorra longe de cicatrizes, em areas de retina com
aspecto prévio clinicamente normal. Estudos experimentais tém mostrado fortes evidéncias
que a necrose retiniana associada a lesGes primarias e recorrentes de retinocoroidites é
atribuivel a proliferacdo de parasitas na forma de taquizoitos e que a reacdo inflamatoria e
suas complicacGes associadas seriam resposta de hipersensibilidade aos antigenos do
toxoplasma. As taxas de recidiva sdo variaveis na literatura, podendo chegar a 27% nos dois
primeiros anos decorrentes do primeiro episédio e a 2/3 dos pacientes mantendo-se
acompanhamento prolongado (HOLLAND, 2003; OREFICE; OLIVEIRA, 2005).
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1.2.6 Diagnostico da toxoplasmose ocular

O diagndstico da Toxoplasmose ocular é primariamente clinico, sendo o padrdo ouro
da doenca reativada, a presenca de lesfes cicatrizadas de margens bem definidas, graus
variaveis de hipertrofia do epitélio pigmentar da retina e atrofia retinocordidea, acompanhada
de lesdo satélite em atividade inflamatoria e vitreite, presenca ou ndo de vasculite dos vasos
retinianos, com ou sem comprometimento das estruturas do p6lo anterior (STANFORD et al.,
2002; GARWEG, 2005a; OREFICE; OLIVEIRA, 2005).

O diagndstico laboratorial na toxoplasmose ocular é utilizado em casos selecionados,
uma vez que as lesbes classicas sdo identificadas clinicamente com instituicdo imediata do
tratamento adequado. Pacientes com formas atipicas podem se beneficiar de exames
laboratoriais complementares na tentativa de confirmagdo diagnéstica, podendo-se utilizar
exames de sangue, fluidos intraoculares como humor aquoso e vitreo e analise da lagrima.

A andlise de anticorpos séricos em pacientes com toxoplasmose ocular ndo mostra
correlagdo com o quadro clinico ocular na maioria dos pacientes, sendo comum a ocorréncia
de titulos baixos de IgG (OREFICE; OLIVEIRA, 2005). Nos casos de lesdes atipicas, a
sorologia negativa para toxoplasmose pode excluir a doenca, entretanto os altos indices de
positividade para a IgG na populacdo apenas contribuem para o diagnostico presuntivo, como
mostram Ronday et al. (1999) que estudando pacientes com toxoplasmose ocular encontram
IgG anti T. gondii positiva em 100% dos pacientes e em 74% dos controles.

A pesquisa de IgM sérica, na maioria das vezes é negativa. Lynch (2007) em analise
de 123 pacientes com toxoplasmose ocular de Pernambuco e Minas Gerais encontrou apenas
um paciente com IgM positiva, indicando a forma adquirida recente, entretanto esses niveis
podem ser variaveis de acordo com a regido e costumes locais como mostram outros estudos
que encontram IgM em até 25% dos pacientes analisados (ONGKOSUWITO et al., 1999).
Outro aspecto relevante da IgM € manutencdo de seus niveis elevados apds a primoinfecgéo, o
que tem sido correlacionado ao aumento da sensibilidade dos testes para deteccdo da IgM anti
T. gondii no sangue. Com a evolugdo dos testes o periodo de positividade tende a aumentar
tornando a deteccdo da IgM anti T. gondii um marcador de infeccdo recente, mas néo,
necessariamente, aguda, dificultando a distingdo entre a toxoplasmose ocular adquirida
recente da adquirida tardia.

A IgA sérica na toxoplasmose ocular aguda também tem sido analisada com valores de
positividade que variam de 7 a 16% (GARWEG et al., 2004; RONDAY et al., 1999),

entretanto a IgA sérica pode se manter elevada por meses apds a primoinfec¢do, o que
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dificulta a interpretagdo dos resultados em casos de reativagdes da toxoplasmose ocular. A
persisténcia elevada dos niveis séricos de IgA apds a primoinfeccdo é mostrada por Suzuki,
Rocha e Rossi (2001) que, analisando a IgA sérica anti T. gondii em pacientes com
toxoplasmose aguda sistémica encontraram positividade da IgA em 100% dos pacientes na
fase aguda e em 18,18% dos pacientes na fase de laténcia, cujo tempo de acompanhamento
apos a primoinfeccdo foi de até 72 meses. Estudo semelhante, realizado por Kodym et al.
(2006), mostra que os pacientes com toxoplasmose aguda sistémica apresentam IgA sérica
anti T. gondii positiva em 96,2% dos casos e que pacientes com toxoplasmose latente
apresentam positividade em 17,4%. Sendo assim, mostra-se que 0s testes soroldgicos

contribuem pouco no diagnostico da doenga ocular aguda.

1.2.7 Estudo de fluidos intra-oculares

Estudo de fluidos intra-oculares tem sido mostrado como importante auxilio no
diagndstico da toxoplasmose ocular, sendo pratica freqliente em alguns paises como mostram
Torun et al. (2008) em questionario realizado com oftalmologistas da Sociedade de Uveites da
Alemanha onde 59% deles usam a analise de fluidos intra-oculares em casos selecionados,
especialmente em formas atipicas. Na analise do humor aquoso pode-se avaliar a presenca da
IgG, IgM, IgE e IgA anti-T. gondii e, através do Coeficiente de Desmonts, determinar se a
producdo desses anticorpos é intraocular ou ndo, comparando 0s niveis intraoculares com 0s
niveis séricos das imunoglobulinas. Assim, quando se comprova a producdo intraocular, tem-
se maior probabilidade de um caso agudo de toxoplasmose ocular. A analise do acido
desoxirribonucléico (DNA) do T.gondii através da técnica de PCR também pode ser utilizada
nos fluidos intraoculares.

A sensibilidade e a especificidade alcancada na andlise de humor aquoso sao
insatisfatdrias quando utilizados testes isolados de 1gG, IgA ou PCR, mas quando se utilizam
0s trés testes em conjunto a sensibilidade pode chegar a 91% e a especificidade a 100%
(RONDAY et al., 1999). Garweg et al. (2004), utilizando imunoblotting da 1gG e da IgA
alcanga niveis de sensibilidade de 70% e especificidade de 77%, o que ele descreve como
satisfatorios. Embora a analise de humor aquoso seja Util no diagnostico de toxoplasmose
ocular, a técnica de coleta torna sua utilizacdo limitada. A paracentese da camara anterior
pode ser efetuada em lampada de fenda ou bloco cirtrgico e se trata de um procedimento

invasivo que, mesmo raramente, pode levar a complicagdes como sangramentos intra-
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ocultares, catarata, abscessos corneanos e até endoftalmite (CHEUNG; DURRANI;
MURRAY, 2004).

Outra limitacdo ao teste € a dificuldade em obter quantidade suficiente de material
para analise, Garweg et al. (2005b), em estudo realizado com pacientes brasileiros, obtiveram
insucesso na obtencdo de material intraocular de pacientes com toxoplasmose aguda, em sete
dos 34 pacientes solicitados a realizar o procedimento, dois por recusa e cinco por quantidade
insuficiente de material coletado para andlise.

1.2.8 Estudo da lagrima

A IgAs anti T. gondii da lagrima constitui uma outra possibilidade que pode ser
utilizada para o diagndstico da toxoplasmose ocular. Meek et al. (2000) inicialmente
descreveram a presenca de IgAs na lagrima com reacdo com o T. gondii em 82,25% de 62
pacientes saudaveis onde apenas 23% tinham evidéncia de contato prévio com o parasita. No
estudo foram detectadas bandas de antigeno através de imunoblot sendo encontradas as mais
frequentes as de 74, 70, 49 e 34 kDa, ndo foi verificada associacdo entre as bandas
encontradas com idade, fluxo lacrimal durante a coleta, concentragdo de IgA das amostras de
lagrima e tampouco com sorologia positiva sérica para toxoplasmose. A origem das IgAs na
lagrima nos pacientes estudados € colocada com sendo decorrente de resposta a estimulagdo
cronica do MALT com resposta na lagrima ou como anticorpos naturais. Em estudo posterior
Meek et al. (2002), reavaliam a IgAs da lagrima de pacientes normais e através de imunoblot
identificam o antigeno de 49 kDa como sendo a PDI (protein disulfide isomerase), enzima
essencial que funciona no reticulo endoplasmatico de células eucariotas e esta presente na
superficie do Toxoplasma gondii. Utilizando imunoblot em fragmentos da PDI e testes com
pacientes de diversas idades e PDI de humanos e de Plasmodium falciparum, Meek et al.
(2002) mostram que a IgAs de pessoas normais que reage contra um dos fragmentos (o
fragmento “tireoxina like”) é um anticorpo natural componente do sistema imune inato com
poliespecificidade e capacidade de fazer reagdo cruzada com exames de deteccdo de IgAs anti
T. gondii na lagrima.

Lynch et al. (2004) utilizando ELISA, técnica que apresenta sensibilidade diferente do
imunoblot, mostraram que em casos de toxoplasmose ocular aguda h& a presenca de
anticorpos IgAs anti T. gondii e que h& associagdo entre uveite posterior ativa
presumivelmente por Toxoplasma gondii e IgA secretora especifica na lagrima, constatando
que os pacientes com a doenca tinham 18 vezes mais chances de apresentar IgA secretora da
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lagrima positiva quando comparados com os controles (odds ratio = 18,61. p=0,0001). No
estudo foram analisadas lagrimas de 25 pacientes com toxoplasmose ocular recidivada (todos
possuiam cicatriz associada a lesdo satélite) e 50 controles normais. No grupo com
toxoplasmose ocular ativa 84% apresentaram IgAs anti T. gondii positiva, enquanto apenas
22% dos controles apresentavam niveis positivos. A sensibilidade e especificidade foram
determinadas encontrando valores de 84% e 78%, respectivamente. Posteriormente Lynch
(2007) mostrou que o teste da IgAs da lagrima anti T.gondii é valido para diferenciar a uveite
por Toxoplasma gondii com uveites de outras etiologias.

A utilizagdo da IgAs da lagrima como marcador diagndstico de uveite por Toxoplasma
gondii é possivel, no entanto faz-se necessario obter dados sobre o comportamento da IgAs
nas diversas fases que a doenca apresenta, uma vez que a positividade dos niveis de IgAs da
lagrima anti T. gondii pode variar com as fases estudadas, especialmente em se tratando de

uma doenga cujas recidivas séo frequientes.
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2 PERGUNTA CONDUTORA

Como se comportam os niveis de IgA secretora anti-T. gondii da lagrima na fase
aguda e na fase de inatividade de pacientes acometidos de uveite posterior ativa por
Toxoplasma gondii, acompanhados por tempo minimo de 2 anos?
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3 OBJETIVO GERAL

Comparar 0s niveis de IgA secretora anti-T. gondii da lagrima da fase aguda na fase de
inatividade de pacientes acometidos de uveite posterior ativa por Toxoplasma gondii,

acompanhados por tempo minimo de 2 anos.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Realizou-se uma coorte de pacientes, onde se selecionaram portadores de uveite
posterior aguda causada pelo Toxoplasma gondii com niveis positivos de IgAs especifica para
0 Toxoplasma gondii na lagrima medidos no momento da fase aguda. Os pacientes foram
acompanhados por um periodo de dois a seis anos. Durante a fase de inatividade da
toxoplasmose ocular, coletou-se nova amostra de lagrima dos pacientes e os niveis de IgAs

foram comparados com os da fase aguda.
4.2 Populagéo alvo

Pacientes acometidos de uveite posterior ativa por Toxoplasma gondii.
4.3 Populagéo do estudo

A populagdo do estudo foi definida como pacientes acompanhados no ambulatorio de
uveites do Hospital das Clinicas da UFPE que apresentaram uveite posterior aguda por
Toxoplasma gondii com niveis positivos de IgAs anti Toxoplasma gondii na lagrima e
atingiram a cura hd no minimo dois anos.
4.4 Tipo de amostragem

Foi utilizada amostragem ndo probabilistica, do tipo “conveniéncia”, selecionando o0s
individuos a partir de um julgamento de valor, nesse estudo, a partir da presenca de uveite
posterior ativa com niveis positivos de IgAs anti Toxoplasma gondii na lagrima. Foram
usados critérios padronizados para o diagnostico de uveite posterior ativa por Toxoplasma
gondii, sendo esses casos representativos da populacéo alvo.

4.5 Defini¢édo do tamanho da amostra

Considerados os resultados encontrados no préprio estudo, tem-se que a média dos
niveis de IgAs na lagrima dos pacientes no momento da fase aguda € de 1,53 e que a média
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dos pacientes apds o acompanhamento é de 0,73. Utilizado o programa “Win Episcope 2.0®”
com os valores de desvio padrdo de 0,93, intervalo de confianca de 95%, erro & de 5% e erro
a de 20% (power 80%), calculou-se uma amostra de 27 pacientes como sendo necessaria para
a realizagéo do estudo.

4.6 Definicdo das variaveis

4.6.1 Definigéo de uveite

O diagndstico de uveite por toxoplasmose foi definido como presenca de lesdes
retinianas cicatrizadas, de margens bem definidas, graus variaveis de hipertrofia do epitélio
pigmentar da retina e atrofia retinocordidea, acompanhada de lesdo satélite em atividade
inflamatoria e vitreite, presenca ou ndo de vasculite dos vasos retinianos, com ou sem
comprometimento das estruturas do pdlo anterior (STANFORD et al., 2002; GARWEG,

2005a; OREFICE, 2005).

4.6.2 Definicdo do teste de IgAs anti T. gondii na lagrima

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

4.7 Integrantes da amostra

4.7.1 Critérios de inclusédo

Incluiram-se no estudo pacientes do Hospital das Clinicas da UFPE portadores de
uveite posterior aguda causada pelo Toxoplasma gondii com niveis positivos de IgAs
especifica para o Toxoplasma gondii na lagrima e que apresentaram o episodio inicial no
periodo compreendido entre fevereiro de 2002 e mar¢co de 2006. Todos 0s pacientes
apresentavam tempo minimo de acompanhamento de dois anos. A presenca de quadro prévio

com mais de dois anos de evolucdo é colocado como fator de inclusdo uma vez que na
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literatura (KODYM et al., 2007) encontra-se que niveis de imunoglobulinas de fase aguda
podem permanecer elevados por meses ap6s a primoinfeccdo pelo Toxoplasma gondii. A IgM
sérica pode ser encontrada por até 18 meses e a IgA sérica por até nove meses, assim,
esperasse que com mais de dois anos 0s niveis detectados sejam decorrentes apenas da fase de
laténcia da toxoplasmose, sem influéncia da fase ativa da doenca.

4.7.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo aqueles individuos que apresentavam idade menor que 10
anos no episodio da uveite, visto que o comportamento das imunoglobulinas nessa idade pode
ser diferente da populacdo adulta. Excluiram-se integrantes que referiram presenca de
imunodeficiéncia congénita ou adquirida, uso de drogas imunossupressoras ou corticoides e
transplantados.

Pacientes que apresentaram quadro de doenca inflamatoria intra-ocular posteriormente

ao evento inicial, independente de sua etiologia, também foram excluidos.

4.8 Métodos de coleta dos dados

Todos os pacientes fora atendidos no ambulatério de oftalmologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, onde se efetuou exame oftalmolégico
completo. Para analise da IgAs na lagrima foi coletada lagrima utilizando fita de papel filtro
n° 4-A marca Toyo, de 5.0cm de comprimento x 0.5cm de largura. O papel foi dobrado 0,5¢cm
antes da ponta terminal, para ser inserido no terco externo da palpebra inferior, sendo retirada
apoOs cinco minutos. As amostras forma congeladas apds coleta, até o0 momento da analise

laboratorial.

4.9 Anélise laboratorial

As analises das amostras de lagrimas foram efetuadas no setor de Imunologia do
Laboratério de Imunopatologia Keizo-Asami da Universidade Federal de Pernambuco. A
presenca na lagrima de IgA secretora anti-T. gondii, analisada por método imunoenzimatico
(ELISA), utilizando antigeno bruto da cepa RH de T. gondii, em niveis superiores aos
definidos pelo ponto de corte, foi considerada como positiva, conforme descrito por Lynch et
al. (2004).
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4.10 Analise estatistica

A analise consistiu em descrever e comparar a populagdo de pacientes que
apresentavam IgAs anti-T. gondii positiva na lagrima com os resultados da IgAs, apds um
periodo minimo de dois anos. Os testes estatisticos utilizados foram o t de student para
amostras pareadas e 0 Qui-Quadrado de Pearson, sendo analisados com um nivel de
significancia de 5% (p < 0,05). O software utilizado foi o Stata verséo 9.0.

4.11 Limitacdes metodoldgicas do estudo

4.11.1 Viés de selecao

Os participantes do estudo podem apresentar diferencas importantes em relagéo
a populagdo que eles representam, o que pode representar uma falha no método de
selecdo da amostra.

Com o intuito de minimizar possibilidades de recusa na manutencdo do
acompanhamento, 0s pacientes receberam orientagdo necessaria quanto a doenga em

questdo e foram criadas condi¢des de atendimento réapidas e eficientes.
4.11.2 Viés de afericao
4.11.2.1 Erro de classificacao

Definicdo inadequada das variaveis pode conduzir a este tipo de viés. Para
minimizar a possibilidade de equivoco na classificacdo da toxoplasmose ocular os
pacientes foram examinados por dois oftalmologistas com experiéncia em uveites e
apenas 0s pacientes com diagndsticos concordantes participaram do estudo.
4.11.2.2 Instrumentos de medida e coleta de dados

A ma utilizacdo de instrumentos de medida e equivocos na coleta de dados pode

ser fonte de erros de classificacdo. Para diminuir possibilidades de inducdo de viés foi

realizada analise criteriosa dos prontuarios, treinamento extensivo dos profissionais
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armazenamento e analise do material.
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5 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi desenvolvido sob o protocolo N° 044/2004-CEP/Centro de Ciéncias da
Satude (CCS) fornecido pela Comissdo de Etica e Pesquisa em seres humanos, da
Universidade Federal de Pernambuco.

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

N&o houve qualquer forma de divulgacdo que pudesse vir a comprometer os pacientes.
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RESUMO

Introducéo: A toxoplasmose ocular é provocada pelo Toxoplasma gondii que causa
uveite recorrente, cujo diagnostico clinico pode se confundir com outras uveites. Estudos

mostram que h& associagdo entre toxoplasmose ocular ativa e IgAs anti-T. gondii na lagrima.

Objetivo: Comparar os niveis de IgAs anti-T. gondii da lagrima da fase aguda com a

fase inativa de pacientes com uveite toxoplasmica.

Metodologia: Selecionaram-se 29 pacientes com uveite toxoplasmica aguda que
apresentavam niveis positivos de IgAs especifica na lagrima para Toxoplasma gondii e foram
acompanhados por periodo minimo de 2 anos. Ap6s o acompanhamento a IgAs da lagrima

anti-T. gondii dos pacientes foi medida e comparada com a fase aguda.

Resultados: A IgAs especifica para Toxoplasma gondii encontrou-se negativa em 22
pacientes (75,86%) e positiva em 7 pacientes (24,13%), dos quais seis (85,7%) tinham tempo
de acompanhamento de até trés anos. A reducdo da média dos niveis da IgAs na fase aguda de

1,54 para 0,72 na fase de inatividade foi significativa (p=0,0001).

Conclusdo: A IgAs anti-T. gondii da lagrima encontra-se negativa em 75,86%
pacientes ap0s a fase aguda, podendo ser utilizada como marcador diagndstico da

toxoplasmose ocular ativa.

Palavras chave: Uveite, toxoplasmose ocular, IgA secretora, lagrima
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INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma das principais causas de uveite em todo o mundo e a principal
causa de uveite em nosso meio. (Silveira et al. 1988). A toxoplasmose € causada pelo
Toxoplasma gondii, protozoario que pode acometer o globo ocular de diversas formas, sendo
a lesdo cléssica da toxoplasmose ocular uma retinocoroidite granulomatosa, focal e
necrosante. Os quadros clinicos variados sdo muitas vezes de dificil diagndstico, se tornando
um problema para médicos e pacientes. A toxoplasmose ocular € uma doenca recorrente onde
cerca de 2/3 dos pacientes podem ser acometidos de novas lesdes oculares apds periodos de
melhora clinica, podendo agravar as sequelas prévias (Holland 2003).

O diagndstico da uveite toxoplasmica € eminentemente clinico, uma vez que na
toxoplasmose ocular, geralmente ndo ha correlacdo entre os niveis de anticorpos séricos e a
sintomatologia ocular do paciente (Stanford et al. 2002). Analise de fluidos intraoculares pode
ser util em pacientes selecionados, coletando-se humor aquoso através de puncdo do globo
ocular (Garweg et al. 2004).

A IgA ¢ encontrada no sangue e principalmente nas secre¢bes mucosas na forma
denominada IgA secretoria sendo a principal imunoglobulina de secre¢cBes como saliva,
lagrima, colostro e intestino. Diversas linhas de investigacdo tém procurado verificar a
resposta imune das mucosas contra o Toxoplasma gondii detectando a IgA especifica contra o
parasita e utilizando essa imunoglobulina como marcador diagndstico.

A presenca de IgAs reagindo com o Toxoplasma gondii na lagrima j& foi descrita por
diversos autores, Meek et al. (2000) descrevem a presenca de anticorpos IgAs naturais anti T.
gondii em pacientes sem sinais de infec¢do. Lynch et al. (2004) descrevem a presenca de IgAs
especifica anti T. gondii em pacientes acometidos de toxoplasmose ocular. Estudo mostra

(artigo submetido para publicacdo), que através do teste da IgA secretora anti-Toxoplasma
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gondii na lagrima é possivel diferenciar pacientes portadores de uveite posterior ativa por
toxoplasmose ocular de pacientes portadores de uveites causadas por outras etiologias,
demonstrando a viabilidade da utilizacdo da IgAs especifica anti-T. gondii como teste
diagndstico.

Para uma interpretacdo dos niveis de IgAs anti-T. gondii para o diagndstico de
toxoplasmose ocular, € necessario o conhecimento dos niveis da IgA nas diversas fases da
doenca. Sabe-se que os niveis de IgA sérica anti-Toxoplasma gondii nas formas sistémicas de
toxoplasmose se elevam na fase aguda da doenca e mantém-se elevados por até 9 meses,
voltando para niveis prévios a doenca (Kodym et al. 2007). No &mbito oftalmoldgico, ndo ha
estudos na literatura consultada que mostrem como se comporta a IgAs de pacientes
acometidos de toxoplasmose ocular apds a cura, o que pode dificultar a interpretacdo do teste
diagndstico, uma vez que diversos pacientes apresentam recidivas da doenca ocular e niveis
alterados pela infeccdo prévia podem comprometer a interpretacdo dos resultados.

O presente estudo compara os niveis de 1gAs especifica anti-T gondii na fase aguda da
toxoplasmose ocular com os niveis da fase inativa da doenca. Com esta analise pretende-se
acrescer informacdes que oferecam subsidios para a interpretacdo dos indices da IgA
secretora da lagrima no diagnostico laboratorial da doenga ocular. O que facilita a atuagdo do

oftalmologista na condug&o clinica dos pacientes portadores de uveites.
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PACIENTES E METODOS

Realizou-se uma coorte de pacientes, onde se selecionaram portadores de uveite
posterior aguda causada pelo Toxoplasma gondii com niveis positivos de 1gAs especifica para
0 Toxoplasma gondii na lagrima medidos no momento da fase aguda. Os pacientes foram
acompanhados por um periodo de dois a seis anos. Durante a fase de inatividade da
toxoplasmose ocular, coletou-se nova amostra de lagrima dos pacientes e os niveis de IgAs
foram comparados com os da fase aguda.

Participaram do estudo 29 pacientes acometidos de toxoplasmose ocular ativa
portadores de lesdo clinica padrdo ouro, ou seja, presenca de lesdes retinianas cicatrizadas, de
margens bem definidas, graus variaveis de hipertrofia do epitélio pigmentar da retina e atrofia
retinocordidea, acompanhada de lesdo satélite em atividade inflamatdria e vitreite, presenca
ou ndo de vasculite dos vasos retinianos, com ou sem comprometimento das estruturas do
polo anterior (Stanford et al. 2002; Garweg 2005). Todos apresentavam niveis de IgA
secretdria especifica da lagrima positivo para toxoplasmose e foram acompanhados no
ambulatorio de uveites do Hospital das Clinicas da UFPE, eram maiores de 10 anos,
imunocompetentes e ndo haviam apresentado doenca inflamatoria intra-ocular de qualquer
etiologia apds o evento inicial. Os pacientes selecionados apresentaram o episodio inicial no
periodo compreendido entre fevereiro de 2002 e margo de 2006. Em todos 0s pacientes
obteve-se amostras de lagrima para medida da IgA secretora especifica anti Toxoplasma
gondii na fase de inatividade da doenga.

Para obtencdo da lagrima foi utilizado fita de papel filtro n°® 4-A marca Toyo, de 5.0cm
de comprimento x 0.5cm de largura. O papel foi dobrado 0,5cm antes da ponta terminal,
inserido no terco externo da palpebra inferior, sendo retirado apds cinco minutos. As amostras

foram congeladas a -22°C apds coleta, até 0 momento da analise laboratorial.
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As analises das amostras de lagrimas foram efetuadas no setor de Imunologia do
Laboratério de Imunopatologia Keizo-Asami da Universidade Federal de Pernambuco. A
presenca na lagrima de IgA secretora anti-T. gondii, analisada por método imunoenzimatico
(ELISA), utilizando antigeno bruto da cepa RH de T. gondii, em niveis superiores aos
definidos pelo ponto de corte, foi considerada como positiva, conforme descrito por Lynch et

al. (2004).

Os testes estatisticos utilizados foram o t de student para amostras pareadas e 0 Qui-
Quadrado de Pearson, sendo analisados com um nivel de significancia de 5% (p < 0,05). O
software utilizado foi o Stata versdo 9.0.

O estudo foi realizado sob o protocolo 044/2004 — CEP/CCS do Comité de Etica da

Universidade Federal de Pernambuco.
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RESULTADOS

Participaram da pesquisa 29 pacientes portadores de toxoplasmose ocular ativa. A
média de idade no momento do inicio do acompanhamento foi de 28,1 anos (14 a 59 anos). A
média do tempo de acompanhamento desses pacientes foi de 3,5 £ 1,2 anos, onde, 68,9% dos
casos tiveram tempo de seguimento de entre 2 e 3 anos e 31,1% tempo de acompanhamento
entre 4 e 6 anos. O olho direito apresentava a doenca em 18 (62,1%) pacientes e o olho
esquerdo em 11 (37,9%) pacientes. Tabela 1.

A analise qualitativa dos valores mostra que dos 29 pacientes que se encontravam com
IgAs anti T. gondii positiva na lagrima durante a toxoplasmose ocular aguda, sete (24,13%)
(IC de 95%: 10,3 — 43,5) mantiveram niveis positivos na fase de inatividade enquanto 22
(75,86%) (IC de 95%: 56,5 — 89,7) passaram a apresentar resultados negativos.

Analise quantitativa da média dos niveis de IgAs especifica anti Toxoplasma gondii na
lagrima dos pacientes na fase aguda da doenga foi de 1,54 (IC de 95%: 1,26 — 1,82), enquanto
na fase de inatividade a média encontrada foi de 0,72 (IC de 95%: 0,50 — 0,94), mostrando
uma reducdo estatisticamente significante (p = 0,0001) nos niveis encontrados. Figura 1.

Entre os pacientes que mantiveram niveis positivos de IgAs na fase inativa, seis
(85,7%) apresentaram tempo de acompanhamento de 2 a 3 anos e um (14,3%) de 4 a 6 anos.

Comparou-se as médias da IgAs dos pacientes na fase ativa e na fase inativa
separando-os pelo tempo de acompanhamento. Foi visto que a média da IgAs anti T. gondii da
fase ativa dos pacientes acompanhados por periodo de 2 a 3 anos foi maior que a média da
fase inativa, com significancia estatistica (p=0,049), o mesmo ocorrendo com 0s pacientes
acompanhados por 4 a 6 anos (p=0,033). Figura 2. A reducdo nas médias da fase ativa para a

fase inativa foi maior (69,6%) no grupo acompanhado por 4 a 6 anos que a reducédo (46,5%)
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no grupo com 2 a 3 anos de acompanhamento. O tamanho da amostra ndo permitiu avaliar a

significancia estatistica dos dados.
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DISCUSSAO

Verificou-se nos pacientes estudados a idade média de 28,1 anos, 0 que mostra que 0s
pacientes avaliados acompanham a tendéncia da toxoplasmose ocular de recidivar entre a
segunda e quarta décadas, como discute Holland (2004) e mostram Lynch et al. (2008) que,
avaliando 64 pacientes com toxoplasmose ocular, encontraram idade média de 29 anos. A
toxoplasmose nédo apresenta predilecéo por olho e no estudo apresentado, a diferenca entre 0s
olhos acometidos ndo foi estatisticamente significativa, fato também j& descrito na literatura
(Lynch et al. 2008). O tempo de seguimento minimo de dois anos foi determinado com o
intuito de minimizar a possibilidade de serem encontrados anticorpos relacionados ao evento
agudo, como ocorre na toxoplasmose sistémica, onde a IgM sérica pode ser encontrada até 18
meses e a IgA até nove meses (Kodym et al. 2007).

Os pacientes incluidos nos estudo apresentavam toxoplasmose aguda recidivada pelo
menos uma vez, visto que todos possuiam cicatriz associada a lesdo satélite ativa no momento
que iniciaram o acompanhamento e todos apresentavam IgAs especifica da lagrima positiva
para o T. gondii no momento da fase aguda da toxoplasmose ocular. Na fase de inatividade da
doenca, apds acompanhamento minimo de dois anos, 22 (75,86%) passaram a apresentar
resultados negativos e sete (24,13%) mantiveram niveis positivos.

A IgAs da lagrima é produzida na superficie ocular, especificamente na glandula
lacrimal e conjuntiva (Knop & Knop 2007). A IgAs pode natural ou ser produzida apés
infeccdo, ambas apresentam reacdo com o Toxoplasma gondii como mostram Meek et al.
(2000) que descrevem, através de imunoblot, a presenca de anticorpos na lagrima que reagem
com o T. gondii em pacientes saudaveis sem diferenga entre pacientes com IgG sérica positiva
ou negativa. Posteriormente comprova-se que a reacdo € decorrente de anticorpos naturais

(Meek et al. 2002).
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A analise do comportamento da imunoglobulina nos pacientes estudados leva a
perceber que diferem do comportamento de anticorpos naturais, uma vez que 0s pacientes do
estudo apresentavam IgAs positiva na vigéncia da toxoplasmose ocular aguda e 75,56%
passaram a apresentar niveis negativos na fase de inatividade da doenca, comportamento que
ndo seria esperado de anticorpos naturais, 0s quais mantém niveis semelhantes no decorrer
dos anos, como descrito por Meek et al. (2000, 2002) que utilizaram imunoblot, técnica que
detecta anticorpos naturais ou especificos, desde que reajam com o Toxoplasma gondii.

No presente estudo utilizou-se o ELISA, técnica que ao determinar a reatividade da
IgAs anti T. gondii da lagrima, subtrai as absorbancias dos individuos normais, quer sejam de
origem residual ou naturais, deste modo a reatividade ao T. gondii aqui descrita, € uma razao
que considera anticorpos especificos em concentragdes acima dos encontrados nos individuos
sem toxoplasmose.

Anticorpos especificos, séricos e de mucosas, podem ser encontrados na fase de
primoinfec¢do. Com a evolugdo natural da doenga aguda, sintomética ou ndo, ha o surgimento
de linfécitos B de memoria, responsaveis pela producéo rapida de imunoglobulinas em casos
de novo encontro com o parasita, em especial sua forma taquizoita. Na fase de laténcia ha
decréscimo dos niveis de IgA tanto sérica como de mucosas, apenas com manutencdo dos
niveis de 1gG sérica. A fase de laténcia pode ser interrompida em pacientes com toxoplasmose
ocular onde, por ocasido da ruptura de cistos, pode haver recidivas da doenga. Em tais casos
ha um novo estimulo para a producdo de imunoglobulinas que é acompanhado de uma
resposta da mucosa ocular, com deteccdo de IgAs especifica para o T. gondii, como mostram
Lynch et al. (2004) onde a analise de 25 pacientes com uveite toxopldsmica aguda mostrou
que 84% apresentavam IgAs anti T. gondii enquanto dos 50 controles saudaveis, 22% estavam

positivos para o teste.
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Diversos mecanismos podem explicar uma resposta positiva na lagrima frente a uma
retinocoroidite toxoplasmica reativada. A quebra das barreiras oculares e a saida de células
apresentadoras de antigenos parecem ser os mais provaveis. A inflamacé&o local, tanto ao nivel
de vasos da retina como do epitélio pigmentar da mesma, poderia expor antigenos de
taquizoitos que estimulariam a proliferacdo clonal de linfécitos B de memoria, que ao
circularem pelos capilares da mucosa ocular, seriam captados pelas HEV e induziriam a
liberacdo de IgAs especifica anti T. gondii na lagrima. Outra possibilidade que complementa a
anterior seria a saida de células apresentadoras de antigenos do globo ocular, que chegariam
aos linfonodos submandibulares, como mostram Egan et al. (1996) em camundongos, onde
haveria a ativacdo de linfécitos B especificos que poderiam chegar a mucosa ocular com
producdo da IgAs especifica. Ambos 0s mecanismos sdo mostrados na literatura em diversas
doencas, porém ndo tém sido comprovados na toxoplasmose (Meek et al. 2003).

No estudo, a persisténcia de niveis considerados positivos de IgAs anti T. gondii na
lagrima ocorreu em sete pacientes (24,13%). O estimulo para manter a producdo de IgAs
especifica por longos periodos pode ser local ou sistémico. Considerando que a mucosa ocular
ndo é colonizada cronicamente pelo T. gondii, o estimulo para manter niveis positivos de IgAs
especifica possui outra origem, sendo duas possibilidades levantadas.

Uma possibilidade seria estimulo proveniente de cistos oculares ou de outros tecidos,
que levariam a apresentacdo cronica de antigenos toxoplasmicos, através do rompimento
assintomatico desses cistos (Holland 2003) com o qual, linfocitos circulantes manteriam
niveis positivos de IgA sérica e IgA secretora nas mucosas, entre elas a mucosa ocular.
Corroboram essa possibilidade diversos estudos, Susuki et al. (2001), analisando a IgA sérica
anti T. gondii em pacientes com toxoplasmose latente, encontraram positividade da IgA em
18,18% com acompanhamento de até 72 meses, Kodym et al. (2006), em estudo semelhante,

detectam positividade desta mesma imunnoglobulina em 17,4% dos pacientes estudados.
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Outra possibilidade seria a estimulacdo cronica da mucosa intestinal que pode ocorrer
pela continua exposicdo ao Toxoplasma gondii, especialmente em locais com elevados indices
de prevaléncia. Ingestdo frequente de cisto teciduais ou oocistos pode estimular linfécitos B
de memoria da mucosa intestinal a produzirem IgAs no proprio intestino, o que pode ser
acompanhado de uma resposta em todas as mucosas, visto que linfocitos ativados podem
alcangar a corrente sanguinea através do sistema linfatico e serem captados por outras
mucosas, iniciando a producdo de anticorpos especificos (Gregory & Filler 1987; Knop &
Knop 2007).

E possivel verificar no estudo que entre os sete pacientes que mantiveram niveis
positivos de IgAs na fase inativa, seis (85,7%), apresentaram tempo de acompanhamento de
até 3 anos e apenas um (14,3%) apresentava tempo de acompanhamento de quatro a seis anos.
Observa-se também que a média da IgAs dos pacientes da fase inativa acompanhados por
periodo de 2 a 3 anos é maior (0,84) que a média da fase inativa dos pacientes acompanhados
por periodo de 4 a 6 anos (0,44) (Figura 2). O tamanho da amostra ndo permitiu analise de
significancia estatistica para avaliacdo do tempo de acompanhamento, mas percebe-se uma
tendéncia a diminuicdo dos niveis de IgAs anti T. gondii com o transcorrer do tempo.
Acompanhamento de um maior nimero de pacientes por um tempo prolongado pode vir a
confirmar a existéncia dessa tendéncia.

O estudo da IgAs anti T. gondii da lagrima para diagndstico da toxoplasmose ocular
foi demonstrada em estudo anterior (Lynch et al. 2004). Trata-se de um exame acessivel, de
facil realizacdo, sem complicagdes, de baixo custo e ndo invasivo, que pode ser utilizado em
qualquer paciente e cuja coleta de material pode ser efetuada no laboratorio. Andlise de
fluidos intraoculares para o diagnostico de toxoplasmose ocular é uma técnica que, para obter
niveis satisfatorios de sensibilidade e especificidade, necessita de analise de imunoglobulinas

A, M e G, séricas e intraoculares bem como PCR para deteccdo de DNA do parasita (Garweg
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et al. 2004), tornando-se dispendiosa. E necessario um profissional experiente para realizar a
puncdo da camara anterior, que além de ser invasiva apresenta complicacdes raras, mas
possiveis (Cheung et al. 2004), devendo-se utilizar apenas em casos selecionados.

Para poder interpretar corretamente os resultados da IgAs anti T. gondii na lagrima nos
casos de recidivas oculares, que podem ocorrer em até 2/3 dos pacientes (Oréfice 2005), €
fundamental conhecer os valores da IgAs em pacientes fora da fase aguda. No estudo
apresentado, quando comparadas as médias da IgAs nos pacientes da fase ativa com a fase
inativa, tem-se um decréscimo de 1,54 para 0,72 (p = 0,0001), o que mostra que a IgAs pode
ser utilizada como marcador de fase aguda, pois seus niveis normalizam apds o evento da
uveite (Figura 1). Um caso de uma paciente participante do estudo evidencia o descrito acima.
Em junho de 2005, com 34 anos, apresentou toxoplasmose ocular ativa, com IgAs positiva. A
amostra da lagrima referente ao periodo de inatividade foi coletada em abril de 2008, sendo
IgAs negativa. Em junho de 2008, na vigéncia de uma recidiva da uveite toxopldsmica
coletou-se nova mostra de lagrima, a qual apresentou IgAs positiva, evidenciando que a
superficie ocular recebeu novo estimulo para a produgdo de IgAs anti T. gondii, durante a fase
aguda da toxoplasmose ocular.

Os resultados obtidos no presente estudo permitem observar-se que a IgAs especifica
anti T. gondii da lagrima acompanha a fase aguda da toxoplasmose ocular, com tendéncia a
negativacdo dos valores quando a doenca se encontra inativa, podendo ser importante
marcador diagndstico da uveite toxoplasmica aguda e contribuir para facilitar a atuacdo do

oftalmologista na condug&o clinica dos pacientes portadores de uveites.
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TABELA 1. Caracterizacdo dos pacientes portadores de toxoplasmose ocular acompanhados

no Hospital das Clinicas da UFPE.

Variaveis N %
Olho doente

Direito 18 62,1
Esquerdo 11 37,9
Tempo de seguimento

2 anos 03 10,34
3 anos 17 58,62
4 anos 04 13,75
5 anos 01 3,44
6 anos 04 13,75
Total 29 100,0
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FIGURAS
FIGURA 1. Média dos niveis da IgAs anti T. gondii na fase ativa e inativa da toxoplasmose

ocular nos paciente acompanhados no Hospital das Clinicas da UFPE.
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FIGURA 2. Média dos niveis da IgAs anti T. gondii na fase ativa e inativa da toxoplasmose
ocular, separados conforme tempo de acompanhamento, nos paciente acompanhados no

Hospital das Clinicas da UFPE.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que a IgAs especifica anti
T. gondii da lagrima acompanha a fase aguda da toxoplasmose ocular, com tendéncia a
negativacdo dos valores quando a doenga se encontra inativa, 0 que permite a sua utilizacdo
como marcador diagndstico da uveite toxoplasmica aguda e assim contribuir para facilitar a

atuacdo do oftalmologista na conducéo clinica dos pacientes portadores de uveites.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

NIVEIS DE IGA SECRETORA ESPECIFICA DA LAGRIMA EM PACIENTES
ACOMETIDOS PREVIAMENTE DE UVEITE POSTERIOR ATIVA POR Toxoplasma
gondii.
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE POS-GRADUAQAO EM MEDICINA TROPICAL
Investigador: Luiz Felipe Lynch de Moraes
Rua Antonio Gomes de Freitas, 191-1lha do Leite- Recife —PE.
Tel: 34234166
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

U, responsadvel pelo (a) menor
...................................................................................................... concordo que ele (a) participe
/ em participar da pesquisa para Validagdo 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 diagndstico da doenca em questdo.

Sendo assim autorizo a realizagdo do exame oftalmolégico completo, (refracéo,
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.

Declaro que fui esclarecido (a) que utilizando algumas lagrimas virdo a ser feitos
dosagens de anticorpos para saber se 0 olho tem ou ndo toxoplasmose, e que entendi todas as
informacdes que me foram fornecidas. Por este motivo, dou o meu consentimento livre e
voluntario para participar do mesmo, e para que 0s dados obtidos sejam utilizados, desde que
minha identidade seja mantida em sigilo, ndo podendo ser divulgada em nenhuma hipétese, 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
penalizacdo alguma e sem prejuizo aos cuidados e acompanhamento da doenca.

Recife, ... de........... de 200..
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ANEXO A - Comité de ética

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N.° 461/2004-CEP/CCS
Recife, 25 de agosto de 2004.

Ref. Protocolo de Pesquisa n.° 044/2004-CEP/CCS

Titulo: “Validagdo do teste de IgA Secretora Especifica da lagrima em portadores de Uveite
Posterior ativa Presumivelmente por Toxoplasma gandi.”

Senhor (a) Pesquisador (a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do
Centro de Ciéncias da Salude da Universidade Federal de Pernambuco CEP/CCS/UFPE
analisou, de acordo com a Resolugdo n.° 196/96 do Conselho Nacional de Salde, o protocolo
de pesquisa em epigrafe aprovando-o em 07/04/2004 com recomendagdo colocar TCLE em
papel timbrado e constar o nome e o nimero do telefone do pesquisador e do CEP. Por que
em caso de dlvidas ou esclarecimentos.

Ressaltamos que ao pesquisador responsavel devera apresentar relatério, em / /

Atencigsamente,

A : 0f

Profa. Maria Isabel Lynch Gaete d(e_/
Dep. de Cirugia CCS/UFPE

Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cid. Universitaria, 50670-901, Recife - PE, Tel/fax: 81 3271 8588; cepees@npd.ufpe br
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ANEXO B - Orientacgdo aos autores da revista Memorias do Instituto Oswaldo Cruz

(Demorias do Insdcuco Oswaldo C RUZ

Home | Current Issues | Past Issues | Special Issues | Future Issues | Subscription |
Editorial Board | Editorial Office

Instructions to Autheors

Author Guidelines

The manuscript should be prepared using standard word processing software and
should be printed (font size 12) double-spaced throughout the text, figure captions,
and references, with margins of at least 3 cm. The figures should come in the
extension tiff, with a minimum resolution of 300 dpi. Tables and legends to figures
must be submitted all together in a single file. Figures, must be uploaded separately
as supplementary file.

The manuscript should be arranged in the following order:

Running title: with up to 40 characters (letters and spaces)

Title: with up to 250 characters

Author's names: without titles or graduations

Intitutional affiliations: full address of the corresponding author only

Summary: up to 200 words (100 words in case of short communications). It should
emphasize new and important aspects of the study or observations.

Key words: 3-6 items must be provided. Terms from the Medical Subject
Headings (Mesh) list of Index Medicus should be used.

Sponsorships: indicating the sources of financial support and change of address
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Introduction: should set the purpose of the study, give a brief summary (not a
review) of previous relevant works, and state what new advance has been made in
the investigation. It should not include data or conclusions from the work being
reported.

Materials and Methods: should briefly give clear and sufficient information to
permit the study to be repeated by others. Standard techniques need only be
referenced.

Ethics: when reporting experiments on human subjects, indicate whether the
procedures followed were in accordance with the ethical standards of the
responsible committee on human experimentation (institutional or regional) and
with the Helsinki Declaration of 1975, as revised in 1983. When reporting
experiments on animals, indicate whether the institution's or a national research
council's guide for, or any national law on the care and use of laboratory animals

was followed.

Results: should be a concise account of the new information discovered, with the
least personal judgement. Do not repeat in text all the data in the tables and

illustrations.

Discussion: should be limited to the significance of the new information and relate
the new findings to existing knowledge. Only unavoidable citations should be

included.

Acknowledgements: should be short and concise, and restricted to those absolutely

necessary.

References: must be accurate. Only citations that appear in the text should be
referenced. Unpublished papers, unless accepted for publication, should not be
cited. Work accepted for publication should be referred to as "in press" and a letter
of acceptance of the journal must be provided. Unpublished data should only be
cited in the text as "unpublished observations", and a letter of permission from the
author must be provided. The references at the end of the paper should be arranged

in alphabetic order according to the surname of the first author.

The titles of journals should be abbreviated according to the style used in the Index

Medicus. Consult:
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=journals&TabCmd=Limits

« In the text use authors' surname and date:
Lutz (1910) or (Lutz 1910)

With two authors it is:
(Lutz & Neiva 1912) or Lutz and Neiva (1912)

When there are more than two authors, only the first is
mentioned:
Lutz et al. (1910) or (Lutz et al. 1910).

* At the end of the paper use the following styles:

Journal article
Chagas C, Villela E 1922. Forma cardiaca da tripanosomiase americana. Mem Inst
Oswaldo Cruz 14: 15-61.

Book and Thesis
Forattini OP 1973. Entomologia Médica. Psychodidae, Phlebotominae,
Leishmaniose, Bartonelose, VVol. 1V, Edgard Blucher, S&o Paulo, 658 pp.

Morel CM 1983. Genes and Antigens of Parasites. A Laboratory Manual, 2nd ed.,
Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, xxii + 580 pp.

Mello-Silva CC 2005. Controle alternativo e alteracdes fisioldgicas em
Biomphalaria glabrata (Say, 1818), hospedeiro intermediario de Schistosoma
mansoni Sambom, 1907 pela acéo do latex de Euphorbia splendens var. hislopii
N.E.B (Euphorbiaceae), PhD Thesis, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropedica, 85 pp.

Chapter in book
Cruz OG 1911. The prophylaxis of malaria in central and southern Brasil. In R
Ross, The Prevention of Malaria, John Murray, London, p. 390-398.

Journal article on the Internet
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Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an
advisory role. Am J Nurs [serial on the Internet]. 2002 Jun [cited 2002 Aug
12];102(6):[about 3 p.]. Available from:
http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htm

Monograph on the Internet

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer [monograph
on the Internet]. Washington: National Academy Press; 2001 [cited 2002 Jul 9].
Available from: http://www.nap.edu/books/0309074029/html/.

Homepage/Web site

Cancer-Pain.org [homepage on the Internet]. New York: Association of Cancer
Online Resources, Inc.; c2000-01 [updated 2002 May 16; cited 2002 Jul 9].
Available from: http://www.cancer-pain.org/.

Part of a homepage/Web site

American Medical Association [homepage on the Internet]. Chicago: The
Association; ¢1995-2002 [updated 2001 Aug 23; cited 2002 Aug 12]. AMA Office
of Group Practice Liaison; [about 2 screens]. Available from:
http://www.ama-assn.org/ama/pub/category/1736.html

DATABASE ON THE INTERNET

Open database:

Who's Certified [database on the Internet]. Evanston (IL): The American Board of
Medical Specialists. c2000 - [cited 2001 Mar 8]. Available from:
http://www.abms.org/newsearch.asp

Closed database:
Jablonski S. Online Multiple Congenital Anomaly/Mental Retardation (MCA/MR)
Syndromes [database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of
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Medicine (US). ¢1999 [updated 2001 Nov 20; cited 2002 Aug 12]. Available

from: http://www.nIm.nih.gov/mesh/jablonski/syndrome_title.html

Part of a database on the Internet

MeSH Browser [database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of
Medicine (US); 2002 - [cited 2003 Jun 10]. Meta-analysis; unique ID: D015201;
[about 3 p.]. Available from:

http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html Files updated weekly. Updated
June 15, 2005

* lllustrations: figures and tables must be understandable without reference to the

text.

Figures: presented in tiff format with a minimum of 300 dpi and photographs
must be sharply focused, well contrasted, and if mounted onto a plate, the
figures should be numbered consecutively with Arabic numbers. Magnification
must be indicated by a line or bar in the figure, and referenced, if necessary in
the caption (e.g., bar = 1 mm). Plates and line figures should either fit one
column (8 cm) or the full width (16.5 cm) of the page and should be shorter
than the page length to allow inclusion of the legend. Letters and numbers on
figures should be of a legible size upon reduction or printing. A colour
photograph illustrates the cover of each issue of the Journal and authors are
invited to submit illustrations with legends from their manuscript for

consideration for the cover

- Tables should supplement, not duplicate, the text and should be numbered
with Roman numerals. A short descriptive title should appear above each table,

with any explanations or footnotes (identified with a, b, c, etc.) below.

*Short communications: should communicate rapidly single results or techniques.
They should occupy no more than three printed pages including figures and/or tables.
They should not contain excessive references. References should be cited at the end

of the paper using the same format as in full papers. A brief summary and three key
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words must be provided.

* Alternative format: manuscripts may be submitted following the "Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” produced by the
International Committee of Medical Journal Editors also known as the Vancouver
Style. In this case, authors should follow the guidelines in the fifth edition (Annals
of Internal Medicine 1997; 126: 36-47, or at the website

http://www.acponline.org/journals/resource/unifregr/htm) and will be responsible

for modifying the manuscript where it differs from the instructions given here, if the
manuscript is accepted for publication.
Authors should also follow the Uniform Requirements for any guidelines that are

omitted in these Instructions.

Once a paper is accepted for publication, the authors must provide:

* an affidavit, provided by the Editorial Office, signed by all authors. Authors
from different countries or institutions may sign in different sheets containing the
same basic statement;

* a copyright assignment form, provided by the Editorial Office, signed by the
corresponding author.

*Page charges: there will be no page charges.

*Proofs: one set of page proofs will be supplied for the author to check for
typesetting accuracy, to be returned by the stipulated date. No changes to the
original manuscript will be allowed at this stage.
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