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RESUMO

O Toxoplasma gondii é um importante agente de uveite posterior nos individuos
imunocompetentes levando a perda parcial ou total da visdo, caracterizando assim, a forma
ocular da toxoplasmose. Atualmente, o diagndstico laboratorial desta forma da doencga, ndo
produz bons resultados, levando a inexisténcia de correlacdo entre os niveis de anticorpos
circulantes e a sintomatologia ocular, sendo comum a ocorréncia de titulos baixos. Para
auxiliar o diagndstico clinico e diferenciar a lesdo toxopldsmica de lesdes por outra etiologia,
Asai et al. (1983) produziram um anticorpo monoclonal (AcMo-2F12), contra uma enzima
citosOlica, a NTPase, presente na forma ativa (taquizoito) do 7. gondii. Em camundongos
infectados, a deteccdo desta enzima na circulacio, foi capaz de identificar a fase ativa do
parasito. O presente estudo se prop0ds a testar o AcMo-2F12, em ladgrimas de individuos com
toxoplasmose ocular clinicamente ativa, como uma possivel ferramenta para o diagnéstico
laboratorial diferencial da uveite posterior por 7.gondii.Como ferramenta de pesquisa,
utilizamos o teste de dot blot em amostras de lagrimas de 21 pacientes com uveites posterior
ativa devido a infeccdo pelo 7. gondi (UPAPT) com lesdo padrdo ouro (os pacientes
apresentavam lesdo satélite a les@o cicatrizada) e 20 individuos controles sem histérico nem
lesdes oculares sugestivas de toxoplasmose. Discos de nitrocelulose foram incubados com as
lagrimas, bloqueados e incubados durante uma hora com o AcMo 2F12 a-NTPase, seguido de
incubacdes com conjugados a-Ig total (a-Igt) de camundongo conjugado a biotina e avidina-
Peroxidase. A sensibilidade do teste foi de 95,27%, especificidade 55%, valor preditivo
positivo de 63,31% e valor preditivo negativo 90,48%. Obtivemos pelo teste de Fisher um
valor de p=0,0005, considerado como significante todo valor de p<0,05 e odds ratio de 21,444
(considerando I.C. de 95%: 2, 726 a 219,21). Os resultados demonstraram forte associacio
entre a presenca de NTPase na ldgrima, detectada pelo AcMo 2F12 e a toxoplasmose ocular
ativa.

Palavras chave: Toxoplasmose ocular, NTPase, Diagnéstico, Anticorpo Monoclonal



ABSTRACT

Toxoplasma gondii it is an important cause of posterior uveitis in immunocompetent
individuals, leading to a partial or total vision loss, characterizing an important clinical form
of the disease, the ocular toxoplasmosis. Currently, the laboratorial diagnosis of this illness is
not satisfactory, leading to uncorrelation between the circulating antibodies levels and the
ocular symptomatology, being common low antibodies titers in these patients. To assist the
clinical diagnosis and differentiating toxoplasmic injury from those caused for another
etiology, Asai et al (1983) produced an monoclonal antibody (Mab) 2F12, against a citosolic
enzyme, the NTPase, present in tachyzoite form of parasite. This enzyme was detected in the
blood of infected mice and allowed to identify the active phase of the parasite. This study
aimed to investigate the prescence of NTPase in tears of individuals with ocular
toxoplasmosis clinically active,using 2F12 monoclonal antibody as a tool for laboratorial
diagnosis of posterior uveitis indiced by T.gondii. The NTPase determination was
accomplishment by using dot blot test. Tears samples belonged to 21 patients with active
posterior uveitis induced by 7. gondii (APUPT) with gold standard lesions (the patients
showed satellites lesions to the scarred lesions) and 20 healthy control subjects without
lesions induced by T. gondii. The tears samples were incubated with disc of nitrocellulose for
18 hour at 4° C, blocked, incubated with the Mab 2F12 during 1 hour, followed by a-mouse
Igt biotin and avidin-peroxidase conjugates. The sensitivity of the test was 92,57%, specificity
55%, positive predictive value 63,31% and negative predictive value 90,48%. Fisher’s test
demonstrated association between NTPase in APUT patients p=0,0005, considered significant
p<0,05 and odds ratio was 21,444 (C.1. 95%:2, 726 a 219,21). Results show strong association
between NTPase in tears, detected by 2FI12 monoclonal antibody and active ocular
toxoplasmosis.

Key words: Ocular Toxoplasmosis, NTPase, Diagnosis, Monoclonal antibody.
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1.0- INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma zoonose de alta prevaléncia no mundo provocada pelo
Toxoplasma gondii (T. gondii). Este € um protozodrio coccideo intestinal de gatos e outros
felideos que, comumente, infecta outros animais de sangue quente, inclusive o homem.
(FRENKEL et al, 1970; DUBEY ,1977). A principal forma de transmissdo da doenga para
humanos € pela ingestdo de alimentos ou dgua contaminada pelas formas de oocistos do
parasito provenientes principalmente de fezes de gatos domésticos ou pela ingestdo de carne
mal cozida contendo cistos teciduais e pela passagem do parasito pela barreira
transplacentdria. (PREZELOV et al, 2008; SUZUKI et, al 2001, DODDS, 2003).

Inquéritos soroldgicos indicam que a prevaléncia da infec¢do pelo T. gondii chega a
30% no mundo. (JOHNSON et al, 2003; LANG et al, 2007). A infeccdo em adultos,
geralmente segue de forma subclinica e pode persistir por muitos anos de forma cronica. Em
pacientes imunodeprimidos que ja estiveram em contato com o parasito, a infec¢do cronica
tende a reativar podendo levar as formas graves da doenga. A forma congénita da doenca é
adquirida quando o parasito infecta a mulher na gestacdo e esta passa a infec¢do ao feto
(JOHNSON et al, 2003). No feto infectado congenitamente a infeccdo pode levar a sérias
complicacdes como € o caso da toxoplasmose ocular, que hoje é a causa de cerca de 25% de
todos os casos de cegueira no mundo (KIJILISTRA & JONGERT, 2008). A retina é o sitio
primério de infecgdo pelo T. gondii (GOMEZ —~MARIN et al, 2000) ou seja, o taquizoito
inicia a replicacio na retina com necrose tecidual local que se propaga em direcdo a cordide e
surgem sinais de inflamacio adjacente levando a retinocoréidite (LABALETTE et al., 2002).
A retinocordidite toxopldsmica tem sido mais comumente reconhecida como causadora de

uveites posteriores em muitos pacientes (GOMEZ -MARIN et al, 2000).
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O diagndstico da toxoplasmose ocular € baseado em aspectos clinicos tipicos, a
retinocordidite toxopldsmica € tida como lesao cldssica, e esta se refere a presenca de um foco
de retinite satélite a uma cicatriz retinocoréidea. Contudo, existem casos que permanecem de
dificil identificacdo pela auséncia de sinais tipicos e de testes de laboratério de boa
sensibilidade capazes de identificar por alteracdes soroldgicas o quadro do paciente (LYNCH
et al, 2008). Sendo assim, os ensaios laboratoriais possuem apenas a capacidade de responder
se o individuo ja teve contato com o parasito, mas ndo confirmam o diagndstico da doenga.
(GARWERG, 2005).

Estudos realizados por Asai et al. (1983) identificaram uma enzima localizada no
citosol de taquizoitos (forma ativa) de 7. gondii, a Nucleosil Trifosfato Hidrolase (NTPase).
Esta € uma das principais proteinas citosdlicas do parasito e possui dentre outras fungdes a de
regular o crescimento e replicacio do parasito, sendo um dos melhores antigenos
estimuladores da resposta imune na fase aguda da infec¢@o toxoplasmica (ASAI et al 1983;
ASALI, et al 1992).

Baseando-se nestes estudos, este trabalho propde-se a testar, em lagrimas, um
anticorpo monoclonal (o anticorpo monoclonal 2F12) produzido por este grupo contra a
porcdo NTPase do antigeno de 7. gondii como uma possivel ferramenta diagndstica

laboratorial para toxoplasmose ocular.



2.0 REVISAO DE LITERATURA
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2.0. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O PARASITO E SEUS HOSPEDEIROS

O protozodrio Toxoplasma gondii, foi primariamente identificado ha cerca de 100 anos
em tecidos de passaros e mamiferos por Nicolle e Manceaux (1908) no norte da Africa. Os
autores descreveram a forma assexuada do parasito, taquizoitos, em uma espécie de roedor
chamado de gundi (Ctenodoactylus gundi). Simultaneamente no Brasil, Splendore identificou
o parasito em tecido de coelho. Nicolle e Manceaux nomearam o género de Toxoplasma pelo
fato do parasito possuir a forma de arco, que no grego é “Toxo” e “plasma” significar criatura.
(KIM & WEISS, 2008).

O parasito apresenta tré€s formas de infecc@o: a forma taquizoita, os bradizoitos (que
formam cistos) e os esporozoitos (formando oocistos). Estas trés formas evolutivas compdem
um complexo ciclo de vida. (DUBEY et al., 1998).

O T. gondii pertence ao filo Apicomplexa, um grande grupo composto em sua maioria
por parasitos intracelulares, incluindo patégenos que provocam infec¢des potencialmente
fatais como o Plasmodium ssp., agente causador da maldria (COPPENS & JOINER, 2001).
Sendo também membro da classe Sporozoa (TONELLI et al, 1987) e da ordem Eucoccidea

(COUTINHO & VERGARA, 2005).

2.1.1. HOSPEDEIROS DEFINITIVOS

Os felideos (domésticos ou selvagens) sdo os unicos hospedeiros definitivos do T.
gondii conhecidos. A infeccdo natural nos gatos (Felis catus) ocorre pela ingestdo de cistos
contidos nos tecidos das suas presas (pequenos mamiferos e aves). A transmissdo vertical

nesses animais € rara e experimental. Achados sorolégicos indicam que aproximadamente
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74% da populacio de gatos adultos estd infectada pelo T. gondii. (DUMETRE & DARDE,
2003).

A soroprevaléncia aumenta com a idade e é maior em gatos de rua. Em hospedeiros
selvagens (sucuarana, ledes da montanha, linces e jaguares), a infeccio natural também se da
pela ingestdo de cistos, mas dados experimentais tém mostrado que a produgdo de oocistos é
mais varidvel em animais selvagens do que em gatos domésticos (DUMETRE & DARDE,
2003).

O ciclo de vida do parasito no hospedeiro definitivo pode se iniciar com a ingestéo dos
cistos. No intestino dos gatos, os bradizoitos desencistados invadem as células enteroepiteliais
e comecam a multiplicagdo assexuada. A diferenciacdo em macrogametdcitos (fémea) ou
microgametdcitos (macho) se inicia dentro de 3 a 15 dias apds a contaminacdo. Microgametas
flagelados sdo libertados dos microgametdcitos dentro do limen intestinal para que possa
ocorrer a fertilizagdo dos macrogametas em células enteroepiteliais. Aparentemente, a
fertilizacdo parece ndo ser essencial para a reproducdo do 7. gondii ser satisfatéria. Oocistos
imaturos sdo liberados das células epiteliais e passam as fezes diariamente. Estes, ndo sdo
diretamente infectantes aos animais. Este processo de aumento do poder de infectividade
(esporulagdo) ocorre de 1 a 21 dias em temperatura de 11 — 25° C e condig¢des favordveis de
ventilagdo e umidade. Um oocisto esporulado possui 2 esporocistos, cada um contendo 4
esporozoitos infectantes. No periodo de 1 a 3 semanas ocorre a producgio e disseminagio ao

ambiente de grande quantidade de oocistos (DUMETRE & DARDE, 2003).

2.1.2. HOSPEDEIROS INTERMEDIARIOS

Nos hospedeiros intermedidrios, que podem ser qualquer tipo de mamifero (incluindo
0 homem) e passaros (DUBEY, 1988; STROEHLE et al, 2005), bem como também existem

relatos de contdgios em répteis e anfibios (GARCIA et al, 1999a). A infec¢do geralmente é
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contraida apds ingestdo de oocistos, bradizoitos ou taquizoitos, hd o surgimento de
gametdcitos (macromegatocitos e micromegatdocitos) 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 liberacdo de oocistos pelo gato pode
durar cerca de 30 dias e a infectividade dos cistos pode chegar a 18 meses em condi¢des
favoraveis (DUBEY et al, 1998). Quando a infec¢do ocorre por ingestdo de oocistos, esta
pode ocorrer pela ingestdo de oocistos presentes em agua, no solo ou em alimentos
contaminados, (TENTER et al, 2000) bem como por transfusdes sangiiineas e transplantes de
orgaos (GARCIA et al, 1999a). Quando ingeridos por outros hospedeiros que ndo os felideos,
os oocistos se transformam rapidamente na forma de taquizoitos que caracterizam a forma
aguda da doenca, enquanto que na fase cronica sdo encontradas as formas cisticas nas células
do hospedeiro, estas sdo denominadas de bradizoitos (ZHANG et al, 2006).

Apés a invasdo da célula pela forma taquizoita do parasito o mesmo comeca a
multiplicar-se rapidamente, e dissemina-se pelo corpo do hospedeiro. Os taquizoitos que
chegam ao estdmago sdo destruidos pelo suco gastrico em poucos minutos, 0 que oS torna
infectantes apenas ao penetrarem pelas mucosas. No entanto, as formas cisticas permanecem
vidveis no suco gastrico (JACOB et al., 1960) liberando respectivamente esporozoitos e
bradizoitos na luz do intestino, estes penetram no epitélio intestinal do hospedeiro e passam
para o estagio de taquizoitos (KAWAZOE et al., 2001; KASPER et al., 2004), iniciando entio
o ciclo assexuado do parasito e levando a uma infecgéo sist€mica. Nesta ocorre o parasitismo
em varios tecidos do hospedeiro e nos hospedeiros imunocomprometidos ou imunoimaturos,
gerando uma infecc¢do aguda disseminada (BARRAGAN et al., 2002).

Com o comeco da resposta imune, a fase proliferativa de taquizoito € substituida pela
forma latente de bradizoitos, formando um cisto que pode se localizar no sistema nervoso

central (SNC) e no tecido muscular, onde aparentemente ndo provocam danos e podem
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permanecer em estado de laténcia por muitos anos (STROEHLE et al., 2005). Se o individuo,
por algum motivo torna-se imunodeprimido estes cistos teciduais servem como um
reservatério da doenca podendo levar a uma infeccio local ou disseminada. A maioria dos
casos de reativacdo da doenca sdo representados por encefalites ou retinocorididites. (KIM &

WEISS, 2008).
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2.2. PATOGENIA E PREVALENCIA

2.2.1 TOXOPLASMOSE

Embora a toxoplasmose seja uma doenca amplamente disseminada, as taxas de
soropositividade variam entre as diferentes regides do globo (DUBEY & BEATTIE, 1998).
As taxas de soprevaléncia sofrem variacdes de acordo com os hébitos sdcio-culturais, fatores
geograficos, rota de transmissao climadtica e se elevam com o aumento da idade. (COELHO et
al, 2003). Esta variabilidade de freqiiéncia da infec¢do no mundo, também pode ser avaliada
baseando-se na procedéncia do individuo; se oriundos de zona urbana ou rural
(AMENDOEIRA, et al. 2003).

Também € sabido que, em regides tropicais ou subtropicais de clima dmido a
prevaléncia € mais elevada, pois este tipo de clima favorece a sobrevivéncia dos oocistos no
meio ambiente (BACCARIN & OLIVEIRA, 2007).

No Brasil, estudos relatam que 20 a 90% da populag@o adulta é soropositiva para o T.
gondii, este valor varia conforme as regides do pais sendo encontradas valores de 82% de
prevaléncia no Rio Grande do Sul, 42% em Sao Paulo, 50% na Bahia(ABREU et al, 1987),
66% no Parand (GARCIA et al, 1999b) e no Recife a soropositividade varia de 64% em
mulheres a 79% em homens. (COELHO et al, 2003).

Na Polonia, a taxa de soropositividade encontrada no final da década de 90 era de
cerca de 60% na populacdo adulta (MALGORZATA, 1999). Na Espanha, a prevaléncia de
anticorpos IgG encontrada em gestantes foi de 38,8%, sendo em 1,2% dos casos encontrada a
imunoglobulina IgM. Nos Estados Unidos, a prevaléncia de anticorpos IgG foi de 40%
(SERVER et al 1998), na Finlandia foi 20,3% (LAPPALAINEM et al, 1995), na Franca
87,7% (RODIER et al, 1995), na Suécia foi de 46,1% para esta mesma imunoglobulina, ja

para anticorpos do tipo IgM foi de 1,7% (JACQUIER et al, 1995).
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A patogenia na espécie humana depende de varios fatores, dentre eles temos: a
viruléncia da cepa parasitdria, resisténcia do hospedeiro e a forma pela qual o individuo
adquiriu a infec¢do. (BACCARIN & OLIVEIRA, 2007).

A infeccdo pelo T. gondii em humanos € muito comum e pode ser adquirida
congenitamente ou na fase pods-natal (HAVELAAR, 2007), normalmente ela ocorre de
maneira assintomatica (GARCIA et al., 1999a; BEGHETTO et al., 2003), exceto em duas
condicdes: em individuos com o sistema imune deprimido e em mulheres que adquirem a
primo-infec¢do por T. gondii durante a gestagdo, a transmissdo congénita (GARCIA et
al.,1999a). Em cerca de 20% dos casos de toxoplasmose, a infec¢io aguda € acompanhada por
lifadenopatia febril, astenia e linfomonocitose, com o curso da infec¢do sendo auto-limitado
(YAZAR et al., 2004).

Em pacientes imunocomprometidos (pacientes com neoplasias, doenca do tecido
colagenoso, pacientes transplantados fazendo uso de terapia de imunossupressdo, ou pacientes
com deficiéncia renal fazendo uso de hemodiédlise), especialmente aqueles com deficiéncia na
imunidade celular, ocorre o risco de reagudizagdo e disseminagdo da fase cronica da doenga, o
que pode levar a um quadro fulminante, havendo uma predilecio do parasito pelo sistema
nervoso, com encefalopatia difusa, meningoencefalite ou acimulo de lesdes cerebrais.
(YAZAR et al, 2004). Altas taxas de soropositividade foram encontradas por Yazar et al,
2004, ao pesquisarem a prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em pacientes
portadores de neoplasias. Em individuos imunodeprimidos portadores do virus do HIV e de
infeccdo cronica por T. gondii, o risco estimado de reativagdo a nivel de sistema nervoso
central por T. gondii varia de 12 a 47%. (BORGES & FIGUEIREDO, 2004).

A infec¢do que ocorre durante a gestacdo pode ser transmitida ao feto através da
placenta, causando danos graves tais como nascimento pré-maturo, danos neuroldgicos

permanentes ou danos visuais. A idade gestacional é de fundamental importancia na defini¢cao
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da conduta a ser aplicada no tratamento da gestante que soroconverteu durante este periodo,
pois a taxa de transmissdo para o feto é maior com o avanco da idade gestacional, ja a
gravidade para o feto diminui com a infeccdo ocorrendo em uma fase mais avancada de
gestacdo. (BEGHETTO et al., 2003).

Se a infeccdo ocorrer durante o primeiro trimestre de gestacdo pode levar a morte
fetal. No segundo trimestre, pode ocasionar a chamada tétrade de Sabin, em que o feto
apresenta hidrocefalia, com macro ou microcefalia (em 50% dos casos), retinocordidite (em
90% dos pacientes com infeccdo), calcificacdes cerebrais (em 69%) e retardo mental ou
perturbacdes neuroldgicas (em 60% dos casos). O recém-nascido também pode apresentar
lesdes iniciais como ndédulos miliares disseminados por todo o encéfalo, ou em torno de focos
necréticos, os ventriculos cerebrais podem estar dilatados e as lesdes cerebrais podem se
calcificar. Do mesmo modo, outras alteragdes oculares ainda podem acontecer, como graus
varidveis de degeneracdo e edema de retina, lesdes vasculares da cordide, neurite Optica,
microftalmo, nistagmo, estrabismo, entre outras. Entre as manifestacdes neurolégicas podem
ser citadas as perturbagdes psicomotoras, convulsdes, opistotono, etc. As criangas que
sobrevivem a toxoplasmose congénita sdo, na maioria das vezes, mentalmente retardadas
(KOMPALIC-CRISTO et al, 2005).

A terapia pré-natal da toxoplasmose gestacional é, geralmente, considerada efetiva
para reduzir a incidéncia das manifestagdes clinicas em criangas infectadas e diminuir a

transmissao vertical. (BEGHETTO et al., 2003).

A maioria das infec¢des congénitas em recém-nascidos ndo apresentam sinais clinicos,
mas estes individuos podem, com o passar do tempo, desenvolver sintomatologia, o que pode

ser prevenido com o tratamento precoce da doenga (NIELSEN et al., 2005).

2.2.2. TOXOPLASMOSE OCULAR
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O T. gondii é responsavel por 30 a 50% dos casos de uveites no mundo em individuos
imunocompetentes(VILLARD, 2003). No entanto, estudos indicam que nido somente estes
pacientes tem desenvolvido a forma ocular da toxoplasmose, como também esta manifestacio
da doenca tem crescido nestes pacientes sem nenhum comprometimento imune
(NUSSENBLATT & BELFORT, 1994, RONDAY et al., 1995). No Brasil, o 7. gondii é o
agente etioldgico mais freqiiente nas uveites de localizagdo posterior na populacdo humana.
(GARCIA et al, 1999a). A toxoplasmose ocular pode ser uma complicagdo tanto da infeccdo
aguda pelo 7. gondii, como da infec¢do cronica reativada. (MASUR, et al 1978; MONTOYA
& REMINGTON, 1996). Na Franca, sdo realizados estudos de rastreamento de soroconversao
em mulheres em periodo gestacional. Nos casos positivos, sdo realizados tratamentos pré-
natais e pds-natais, o que tem levado a uma diminui¢@o dos casos de toxoplasmose congénita
grave. (VILLARD, 2003). Este tipo de rastreamentos é também realizado na Austria, além de
pilotos na Finldndia, Noruega, algumas partes da Suécia e da Alemanha. A partir de 1989,
este sistema foi adotado no sul do Brasil a fim de pesquisar ndo s6 doengas infecciosas, como
também doencas como a fenilcetonuria e o hipotireoidismo congénito (NETO, 2000).

O principal risco para criancas com infec¢ao congénita subclinica € a retinocorididite,
incidente em aproximadamente 85% dos casos ndo tratados e geralmente ocorre durante os
primeiros anos da infancia (VILLARD, 2003). A retinoréidite toxopldsmica parece ser mais
comum e mais grave no Brasil do que na Europa e na América do Norte, pois no Brasil esta
representa uma das principais causas de cegueira, o que ndo corresponde a dados obtidos nas
outras regides citadas. O risco de desenvolvimento da retinocoréidite na populagdo portadora
de infeccao pés-natal vai de 2% no Nordeste brasileiro a 25% no Sudeste do pais. (GILBERT
et al, 2008).

A retinocordidite causa lesdes cicatriciais na retina, podendo levar a perda da funcio

visual. Uma vez a cicatriz estabelecida, ela permanecerd pelo resto da vida. Lesdes



29

recorrentes ao redor da cicatriz sdo comuns e podem agravar a deficiéncia visual. (GOMEZ-
MARIN et al, 2000).

A retinite estabelecida pela presenga do parasito associa-se a manifestacdes
inflamatérias de magnitude varidvel e podem envolver diversas partes do olho produzindo
vasculites, vitreites, coroidites e uveites anterior. (DODDS, 2003)

A vasculite pode afetar artérias e veias, como também os vasos adjacentes a lesdo e
toda a circulagdo retinal. Alguns pacientes tratados nunca desenvolvem vitreites, ja outros
chegam a apresentar vitreites graves ao ponto de ser necessaria uma vitrectomia. Ao ocorrer o
desprendimento do humor vitreo induzido pela inflamacdo € possivel visualizar precipitados
inflamatorios por trds do mesmo. Este ¢ um achado comum na toxoplasmose ocular. (DODDS

2003).

2.3.  DIAGNOSTICO

2.3.1 DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE

ANGELOV et al, em meados da década de 50, detectaram pela primeira vez em
humanos por meio de testes soroldgicos e alergoldgicos a toxoplasmose. Arnaudov (1971,
1973) investigaram a prevaléncia de toxoplasmose entre animais domésticos por reacido de
fixacdo do complemento, teste de hemaglutinacdo passiva, teste de microprecipitagio em
agar, etc. (PREZELOV et al, 2008).

O diagnéstico da toxoplasmose pode ser estabelecido por testes sorolégicos,
amplificacdes de sequéncias de acidos nucléicos (reacdo em cadeia de polimerase — PCR),
demonstragdes do parasito ou de seus antigenos em cortes histoldgicos (técnica de
imunoperoxidase), ou por isolamento do organismo. Outros métodos usados raramente

incluem demonstracdo de antigenemia e antigeno em soros e outros fluidos corporais, um



30

teste cutaneo de toxoplasmina e transformacéo linfocitica antigeno especifica. (MONTOYA,
2002).

Classicamente, o diagnéstico da toxoplasmose é baseado na pesquisa de anticorpos
contra o parasito. (CANTOS, 2000). Existem muitas técnicas de diagndstico soroldgico
disponivel no mercado: o método de Sabin- Feldman, a hemaglutinacdo indireta, o teste de
imunofluorescéncia indireta, o teste de aglutinacdo de latex, o teste imunoenzimatico
(ELISA) e o teste de captura (HILL & DUBEY, 2002).

O diagnéstico da infeccdo aguda depende da detec¢do da imunoglobulina G (IgG)
especifica e de imunoglobulinas M (IgM) , mas mesmo com a identificacdo destes anticorpos,
ndo é possivel determinar o tempo de infeccdo com acurdcia (BEGHETTO, 2003, SUZUKI,
2001). Medidas de avidez de IgG especifica mostraram-se como melhores ferramentas, em
combinag¢@o com a anélise da IgM, para determinac@o do inicio da infec¢do (ROBERTS et al,
2000; PELLOUX et al, 1998). A afinidade funcional dos anticorpos IgG especificos é
inicialmente baixa apds o contato primdrio com o antigeno e aumenta durante as semanas €
meses subsequentes pela selecdo de células B antigeno induzidas. Alguns pacientes
permanecem com avidez baixa, mesmo apds muitas semanas, o que enfatiza a necessidade de
melhoramento da técnica. (PELLOUX et al, 1998; BEGHETTO, 2003). A avidez dos
anticorpos IgG € considera alta quando € maior que 35%, conforme dados indicativos de fase
cronica. A baixa avidez de anticorpo IgG , ou seja, menor que 30%, € indicativo de fase
aguda. (RIBEIRO et al, 20008)

A IgM anti- T. gondii tende a desaparecer, mas ha casos que esta pode permanecer em
baixos titulos por um longo periodo de tempo, o que dificulta a interpretacdo do diagnéstico
sorologico da fase aguda. Nestes casos a IgM que permanece é chamada de IgM residual e
corresponde a fase cronica da doenga. (RIBEIRO et al, 2008). Também existem caso de

reacoes de pesquisa de IgM onde seu resultado aparece falsamente negativo ou falsamente
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positivo, no primeiro caso, geralmente ocorre inibicdo competitiva de anticorpos do tipo IgG.
Ja nos casos falsamente positivos, geralmente ocorre a interferéncia de fatores reumatdides
contidos no soro. Para ambos os casos, existem tratamentos que podem ser aplicados a
amostra evitando estas reagdes inespecificas. (LOON et al, 1983).

A infec¢do aguda também pode produzir a imunoglobulina A (IgA), no caso da
infeccdo ter sido transmitida por via oral (CANTOS, 2000)e a imunoglobulina E (IgE).
(VILLENA et al, 1999). Estudos também indicam que os anticorpos IgA, IgM e IgE podem
ser detectados em casos de infec¢des recorrentes (GOMEZ-MARIN, et al 2000).

Desde o ano de 1980 quando foi desenvolvida a técnica de PCR a biologia molecular
sofreu grandes avangos e hoje, este tipo de reagdo € frequentemente utilizada para deteccio do
DNA do T. gondii em amostras clinicas. A reacdo de PCR detecta diretamente o parasito € o
resultado ndo depende do status imunolégico do paciente. (EDVINSSON, 2006).

Mas, apesar desta técnica vir sofrendo modificacdes e aperfeicoamentos, existem na
literatura relatos de pacientes IgM-negativos com PCR positivas, o que leva a uma
desconfianca de falsa positividade ou de se considerar parasitemia na fase cronica da doenga.
Sao referidos também indmeros casos de PCR positivas em pacientes assintométicos e o valor
preditivo da técnica é desconhecido. Estes fatos levam a crer que a técnica ainda encontra-se
em fase de padronizagdo, o que ainda torna a sorologia o método de escola no diagndstico da

toxoplasmose (KOMPALIC-CRISTO et al, 2005).

2.3.2. DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE OCULAR

O diagnéstico da infecg¢@o ocular toxopldsmica € baseado em achados oftalmolédgicos.

Os achados tipicos sdo uma 4rea de necrose focal retiniana e edema na coréide, sendo a lesdo

ativa frequentemente localizada préxima a cicatriz pigmentada. (DODDS, 2003; VILLARD et
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al, 2003). No entanto, lesdes atipicas também ocorrem e nestas, a origem toxopldsmica
somente serd comprovada com a aplicacdo de testes laboratoriais, ou apds uma resposta
positiva ao tratamento especifico (VILLARD et al, 2003).

As técnicas laboratoriais utilizadas sdo aplicadas com amostras obtidas a partir do
humor aquoso ou do humor vitreo por ELISA (Enzyme-lynked immunosorbent assay),
immunobloting ou amplificacdes de genes. Estas técnicas possuem sensibilidade bem

estabelecida, mas ainda possuem uma especificidade questionavel. (VILLARD et al, 2003)

Os métodos soroldgicos, embora sejam a alternativa utilizada para diagnosticar os
casos inconclusivos, também possuem as suas limitacdes. Altos titulos, ou titulos em
crescimento do anticorpo IgG podem ser considerados satisfatérios na diferenciacdo entre a
infecgc@o recente e a infec¢do tardia, principalmente se esse diagndstico foi reproduzido por
mais de uma técnica. No entanto, este aumento de anticorpos IgG nem sempre € observado
em paciente recidivantes, especialmente em criancas mais velhas ou adolescente com
manifestagdes oculares de ordem congénita. Interpretacdes de padrdes de outras
imunoglobulinas também apresentam suas limitacdes, como a IgM, que pode estar presente
por alguns anos no paciente de forma residual, (PAUL, 1999) como foi observado

recentemente em um trabalho de RIBEIRO et al em 2008.

Uma alternativa que vem sendo utilizada na pesquisa da toxoplasmose ocular é a
identificacdo da IgA intraocular (GARWEG, 2000). Estes anticorpos elevam-se quase
simultaneamente aos anticorpos IgM, entretanto, desaparecem da circulacdo em 6 a 7 meses
apos a infeccdo, sendo considerado um bom marcador de fase aguda (AMENDOEIRA, 2001).
Nos dois primeiros meses ap6s a infec¢do o anticorpo IgE também pode ser observado, em
altas concentragdes, declinando rapidamente até néo ser mais detectado ap6s um periodo de 4
meses, mostrando uma producdo mais curta que a IgM e a IgA (AMENDOEIRA, 2001;

COUTO etal., 2002).
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2.4. PESQUISA DE NTPase

Uma potente Hidrolase Nucleosideo Trifosfato (Nucleoside Triphosphates Hydrolase
— NTPase) com um grande nimero de propriedades incomuns foi relatada na forma taquizoita
do protozodrio Toxoplasma gondii na década de 80 por Asai e colaboradores. Esta enzima fica
localizada no citosol do parasito e constitui de 3 a 4% do total de proteinas citosélicas
encontradas no mesmo. Possui peso molecular de 240 a 260 kDa e contém quatro
subunidades equivalentes. Purificada, a NTPase tem um peso molecular de 63kDa por SDS-

PAGE. (ASAL T. et al, 1983)

Esta enzima tem sido considerada um dos maiores antigenos do taquizoito de T.
gondii, (ASAIL T. et al, 1983) bem como parece ser um dos maiores antigenos estimuladores

da resposta imune durante a forma aguda da infec¢@o toxopldsmica. (ASAI T. et al, 1992).

A NTPase parece ser uma enzima ‘“adormecida” que se ativa em determinadas
condicdes e em presenca do composto ditiol. Apds esta fase de ativagdo, a NTPase catalisa
hidrolases de nucleosideos trifosfatos e nucleosideos difosfato. A poténcia hidrolitica total do
ATP motivada pela NTPase em uma célula do taquizoito da cepa RH ¢é evidente e sua
atividade é 370 a 19000 vezes mais alta neste do que em outros protozodrios. (ASAI &

SUZUKI, 1990).

O tratamento com compostos ditiol, tais como o composto ditiolreitol (DTT) ¢é
essencial para ativacdo da enzima in vitro, A NTPase possui 2 isoformas, a NTPase I e a
NTPase II, as quais diferem entre si por suas propriedades cinéticas. A NTPase I tem pouca
acdo hidrolitica contra nucleosideos difosfato tais como o ADP, enquanto que a NTPase II
possui igualmente grande atividade com nucleosideos difosfato e nucleosideos

trifosfato.(ASAL et al., 1995). Cepas avirulentas de 7. gondii possuem somente a NTPase de
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tipo II, enquanto que cepas virulentas apresentam os dois tipos de NTPase. (JOHNSON et al,

2003).

A NTPase tem sido conhecida como um potente antigeno imunodominante em
camundongos e humanos (ASAI, T. et al, 1992). .Pesquisas relatam a presenca de alta
correlacdo entre titulos de anticorpos IgG contra niveis de NTPase em pacientes com a forma
aguda da toxoplasmose, detectados pelo teste de Sabin- Feldman e pelo teste de ELISA. Uma
vez que as NTPases expressam-se fracamente no bradizoito, a resposta do anticorpo & NTPase

de um paciente cronico € supostamente fraca. (NAKAJIMA-NAKANO, 2000).

2.5.  ANTICORPOS MONOCLONAIS

Os anticorpos monoclonais sdo proteinas que possuem elevadas especificidade e
sensibilidade em suas reagdes, ligando-se a sitios especificos nas moléculas-alvo tornando-se
reagentes de importancia central na pesquisa biol6gica moderna, incluindo a andlise e o
tratamento da doenga humana (KOHLER & MILSTEIN, 1975). A producdo de anticorpos
monoclonais exige a imortalizagio dos esplendcitos pela fusdo somatica células derivadas do
mieloma multiplo (hibridoma). Estes hibridomas podem prodzir anticorpo monoclonais
durante anos, mas na sua producdo existe um grande risco de contaminacdo, o que leva a
necessidade de um freqiiente mecanismo alimentador celular que pode ser instavel.

(HARLOW & LANE, 1998)
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3.0. OBJETIVOS

O trabalho se propde a testar o anticorpo monoclonal 2F12 anti- NTPase em lagrimas de
individuos com toxoplasmose ocular clinicamente ativa, como uma ferramenta para o

diagnéstico laboratorial diferencial da uveite por T.gondii.
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4.0. PACIENTES, MATERIAIS E METODOS

4.1. DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo analitico de caso-controle, onde foram estabelecidos critérios

diagnosticos.

4.2. POPULACAO DE ESTUDO

Foram utilizados na pesquisa dois grupos de pacientes; sendo um deles composto com
individuos controle (sem sinais e sintomas da toxoplasmose) e outro grupo formado por
individuos doentes em fase ativa da doenga, portadores de uveite posterior ativa

presumivelmente por 7. gondii (UPAPT) na forma clédssica — padrao ouro.

4.2.1. CRITERIOS DE INCLUSAO

Casos: Foram definidos como pacientes da pesquisa os individuos portadores de uveite
posterior ativa presumivelmente por 7. gondii na forma classica, maiores de 10 anos,
atendidos no Hospital das Clinicas (HC), da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),

provenientes do Estado de Pernambuco, no periodo de janeiro a outubro de 2008.

Controles: Foram utilizados pacientes sem histérico nem lesdes oculares sugestivas de

toxoplasmose.

4.2.2. CRITERIOS DE EXCLUSAO
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Foram excluidos do estudo aqueles individuos que informaram fazer uso de
imunossupressores ou corticoides nos dltimos dois meses, bem como aqueles que referiam ser

portadores de SIDA ou transplantados.

4.3. FORMACAO DOS GRUPOS

4.3.1. GRUPO CONTROLE

Este grupo foi formado por 20 individuos controles sem histérico nem lesdes oculares
sugestivas de toxoplasmose. Estas amostras fazem parte do banco de amostras do laboratdrio
de Imunologia do LIKA/ UFPE. Os pacientes eram ndo portadores de UPAPT, todos
apresentaram IgM negativa e e IgG positiva em baixos titulos, exceto 2 pacientes que

apresentara IgG negativa.

4.3.2. GRUPO CASO

Este grupo foi formado por 21 amostras de pacientes maiores de 10 anos, atendidos no
Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Eram pacientes
provenientes do Estado de Pernambuco, estes foram atendidos no periodo de janeiro a outubro
de 2008. Foram excluidos do estudo aqueles individuos que informaram fazer uso de
imunossupressores ou corticoéides nos dltimos dois meses, bem como aqueles que referiam ser
portadores de SIDA ou transplantados.

Na selecdo dos pacientes portadores de uveite posterior ativa presumivelmente por 7.
gondii para este estudo s6 foi considerada a forma cldssica da doenca, padrdo-ouro, que pode

ser definida pela presenca de lesdes cicatrizadas, de margens bem definidas, graus varidveis
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de hipertrofia do epitélio pigmentar da retina e atrofia retinocoroidea, acompanhadas de lesio
satélite em atividade inflamatdria e vitreite, presenca ou ndo de vasculite retiniana, com ou
sem comprometimento das estruturas do pdlo anterior (GARWEG, 2005; OREFICE et al
2000, VASCONCELOS et al, 2009).

Nestes pacientes também foram realizados testes de imunofluorescéncia para

diagnosticar a presenca de IgM anti- 7. gondii positiva e IgG anti- 7. gondii positiva .

44. COLETA DAS AMOSTRAS

Apds o exame clinico, foi realizada a coleta da amostra da 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 porcdo proximal, para ser inserido no terco
externo da pdlpebra inferior, sinalizando o extremo terminal, correspondente ao dedo do
examinador. Tal precaucdo teve por objetivo facilitar a extra¢do posterior da ldgrima no
laboratério. Quando a coluna de ldgrima molhou no minimo 3.0cm da fita de papel, a mesma
foi retirada e colocada em papel ndo absorvente, sendo imediatamente refrigerada em
reservatério apropriado para transporte. Todos os pacientes tiveram lagrimas coletadas de

ambos os olhos separadamente.

4.5. EXPANSAO DO HIBRIDOMA E PURIFICACAO DE ACMO-2F12 ANTI-

NTPase DE Toxoplasma gondii

O anticorpo utilizado neste estudo € uma imunoglobulina do isotipo IgA. O processo
de hibridiza¢do foi realizado em colaboragdo com a Universidade de Medicina de Chiba —

Jap@o, pelo Dr. Masashi Kobayashi e mantidos em nitrogénio liquido, no setor de Imunologia

do LIKA-UFPE.
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4.5.1. DESCONGELAMENTO E EXPANSAO DO HIBRIDOMA

O hibridoma foi retirado do nitrogénio liquido e descongelado em banho-maria a 37°C
por aproximadamente por 2 minutos, em um processo rapido de descongelamento. O material
foi levado ao fluxo laminar e, em um tubo estéril contendo 10 mL de meio de cultura de
descongelamento, o liquido contendo o hibridoma foi gotejado aos poucos. Para cada 10 mL
do meio foi adicionado 1,2 mL de material celular. O tubo contendo meio de
descongelamento e as células foi centrifugado a 900 rpm durante 6 minutos. Desprezou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 1 mL de meio de cultivo. Dessa suspensdo
retiraram-se aliquotas com um niimero de, no minimo, 1x10° células e iniciou-se o repique
celular em garrafas contendo meio de cultivo, até se obter a quantidade de célula de pelo

menos 1 x 10°.

4.5.2. PURIFICACAO DO ACMO 2F12

O processo de purificagdo do anticorpo monoclonal foi realizado utilizando a técnica
de HPLC (High Performance Liquid Chromatography), para isto se fez uso de uma coluna
cromatografica do tipo Mono S® HR 5/5 (PHARMACIA) e foi desenvolvida uma purificacio
utilizando-se de gradiente de concentracio de sais. O protocolo de purificacdo foi montado

seguindo-se as especificacdes técnicas da coluna.

4.6. TESTE DE DOT BLOT PARA TOXOPLASMOSE OCULAR
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A padronizag¢do do teste de dot-blot foi realizada utilizando amostras ldgrimas dos
casos e controles. As amostras de ligrimas foram aplicadas a 15 pL. em membranas de
nitrocelulose (BIORAD — Trans — Blot 0,45 um) e incubadas por 18 horas a 4° C. Apds
bloqueio com TBS-BSA 1% durante 1 hora, aplicou-se o AcMo-2F12 durante mais 1 hora
para captura do antigeno, seguindo esta etapa foi aplicado o anticorpo anti- camundongo
polivalente produzido em cabra (SIGMA) conjugado a biotina e incubado durante 1 hora, e,
seguidamente aplicou-se o complexo AVIDINA-PEROXIDASE (SIGMA) por mais lhora.
Para a revelacdo da reagdo utilizou-se o sistema 0,3% DAB+H,0; a 0,05%. A aplicacdo dos
reagentes foi sempre precedida de 3 lavagens com TBS-Tween 0,05%. Foram também
utilizadas amostras com “Brancos”, que correspondeu a aplicacdo de tampdo bloqueador em
substitui¢do a aplicacdo de amostras, mas nas demais etapas foram aplicados os mesmos
reagentes utilizados nas membranas que continham amostras de pacientes. As amostras
consideradas positivas foram aquelas que levaram a formacdo de uma circunferéncia
escurecida no meio da membrana. Nas membranas com amostras negativas nido havia essa

circunferéncia.

4.7. ANALISE DOS DADOS

Para a andlise dos dados foram verificadas a sensibilidade, especificidade, o valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo obtidos com os resultados do teste, considerando
uma prevaléncia local de 45% de uveites por toxoplasmose, visto que existem relatos de uma
prevaléncia de 30 a 60% de retinocoroidites por 7. gondii no nosso meio (KAWAZOE, 2001).
Também foram realizados testes estatisticos de Fisher e odds ratio, utilizando-se o programa

estatistico Graphpad Instat 3.05.



43

Os célculos dos valores preditivos seguiram o teorema de Bayes das probabilidades
condicionais. Foram utilizadas as seguintes formulas:

VPP= SENSIBILIDADE x PREVALENCIA DE DOENTES

(SENSIBLIDADE x PREVALENCIA) + (1 — ESPECIFICIDADE) x (1 — PREVALENCIA)

VPN= ESPECIFICIDADE x PREVALENCIA DE NAO DOENTES

(ESPECIFICIDADE x PREVALENCIA) + (1 — SENSIBILIDADE) x (1 - PREVALENCIA)

4.8. CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Satide da UFPE — CEP/CCS/UFPE com o registro N° 387/07 (ANEXO 1). Os voluntérios

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE 1).



35.0. ARTIGO
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RESUMO

O Toxoplasma gondii possui a enzima NTPase que estd presente na forma taquizoita do
protozodrio e vem sendo apontada como um antigeno fundamental do parasito. Foram
analisados 21 pacientes portadores de toxoplasmose ocular ativa a fim de identificar a
capacidade do anticorpo monoclonal 2F12, produzido contra a NTPase do parasito, para
diagnosticar a presenga da referida enzima, o que confirmaria a fase ativa da doenca. A
técnica utilizada foi a de dot blot, imobilizando a lagrima no filtro de nitrocelulose e posterior
incubacdo com 2F12 Mab. Os resultados obtidos na andlise das 41 amostras de ligrimas,
revelaram uma sensibilidade de 95,27%, especificidade 55%, valor preditivo positivo de
63,31% e valor preditivo negativo 90,48%. Obtivemos pelo teste de Fisher um valor de
p=0,0005 e odds ratio de 21,444 (I1.C. de 95%: 2, 726 a 219,21). Os resultados demonstraram
forte associacdo entre a presenga de NTPase na ldgrima, detectada pelo AcMo 2F12 e a

toxoplasmose ocular ativa.

Palavras Chave: Toxoplasmose ocular, NTPase, Anticorpo monoclonal, Diagnéstico

ABSTRACT

Toxoplasma gondii tachyzoites contain a potent NTPase enzyme that it has become pointed
as a very important antigen of the parasite. This study investigated the presence of NTPase
in the tears of active posterior uveitis induced by 7. gondii patients (APUPT) using the 2F12
monoclonal antibody, produced against the NTPase parasite portion, in order to associate the
presence of the cited enzyme, as a marker of the active illness and to confirm the usefulness
of the antibody for human ocular toxoplasmosis diagnosis The NTPase determination was

accomplishment by dot blot test immobilizing the samples tears in nitrocellulose filters and
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followed by 2F12 Mab. The results obtained in the analysis of 21 patients and 20 normal
controls, showed a sensitivity of 92,57%, specificity 55%, positive predictive value 63,31%
and negative predictive value 90,48%. Fisher’s test demonstrate association between NTPase
in APUPT patients and healthy controls (p=0,0005) and odds ratio associate studies
was21,444 (C.1. 95%:2, 726 a 219,21). The results show strong, association between NTPase

in tears, detected by 2F12 monoclonal antibody and active ocular toxoplasmosis.

Key words: OcularToxoplasmosis, NTPase, monoclonal antibody, Diagnosis

INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii (T. gondii) € um protozodrio cosmopolita que pode ser a causa
de infec¢do em animais ou humanos. (ASAI 1982; KIKUCHI et al. 2001; FERGUNSON
2004). Estima-se que um ter¢o da populacio adulta seja reativa para esta parasitose (KLOTZ
et al.2000). A soropositividade para anticorpos antitoxoplasma € alta em todo o mundo. No
Brasil, estudos relatam que 20 a 90% da populacdo adulta é soropositiva para o 7. gondii, este
valor varia conforme as regides do pais sendo encontradas valores de 82% de prevaléncia no
Rio Grande do Sul, 42% em Sao Paulo, 50% na Bahia, 66% no Parana (LYNCH et al. 2004 ,
LYNCH et al. 2008) e no Recife a soropositividade varia de 64% em mulheres a 79% em
homens. (COELHO et al. 2003).

Classicamente, o diagnéstico da toxoplasmose é baseado na pesquisa de anticorpos
contra o parasito. (SUZUKI, 2000, CANTOS et al.2000; RIBEIRO et al, 2008). Na fase ativa
ou aguda da infec¢do pelo 7. gondii, ocorre a producdo de imunoglobulina M (IgM), a
presenga de anticorpos deste tipo caracterizam esta fase, eles perduram na circulagdo por

cerca de 2 semanas apods o inicio da infec¢do. Logo depois do inicio da fase aguda, ocorre o
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comeco da produgdo de imunoglobulina G ( IgG).A utilizagdo do teste que mede a avidez da
IgG tem se mostrado uma boa ferramenta em combinacdo com a andlise da IgM na
determinagdo de quando a infec¢do ocorreu. (BEGHETTO et al. 2003; ROBERTS et al.2001,
PELLOUX et al.1998). Porém, alguns pacientes permanecem com avidez baixa, mesmo apds
muitas semanas, o que enfatiza a necessidade de melhoramento da técnica. (PELLOUX et al.
1998; BEGHETTO 2003).

O diagnéstico da toxoplasmose ocular, caracterizada frequentemente por uveites de
localizacdo posterior, se baseia nos achados clinicos oftalmolégicos. Os ensaios laboratoriais
sorologicos possuem apenas a capacidade de responder se o individuo anteriormente teve
contato com o parasito, porém ndo confirmam o diagnéstico da doenca ativa (GARWEG
2005).

A evidenciagdo do parasito pela pesquisa de antigeno ou segmentos de DNA ¢é de alto
valor diagnéstico (CAMARGO 1996). Desde o ano de 1980 quando foi desenvolvida a
técnica de PCR a biologia molecular sofreu grandes avancos e hoje, este tipo de reacdo é
frequentemente utilizada para deteccdo do DNA do T. gondii em amostras clinicas. A reacio
de PCR detecta diretamente o parasito e o resultado ndo depende do status imunolégico do
paciente. (EDVINSSON, 2006).

Apesar de esta técnica vir sofrendo modificacdes e aperfeicoamentos, existem na
literatura relatos de pacientes IgM-negativos com PCR positivas, o que leva a uma
desconfianga de falsa positividade ou de se considerar parasitemia na fase cronica da doenca.
Séo referidos também indmeros casos de PCR positivas em pacientes assintométicos e o valor
preditivo da técnica é desconhecido. Estes fatos levam a crer que a técnica ainda encontra-se
em fase de padronizagdo, o que ainda torna a sorologia o método de escola no diagndstico da

toxoplasmose (KOMPALIC-CRISTO et al. 2005). A utiliza¢do de anticorpos monoclonais
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tem se mostrado ttil para identificacdo, purificacio e caracteriza¢do de antigenos de T.gondii
(BREGANO 1994).

Em trabalho realizado por Gargew et al. (1998) avaliaram o humor aquoso e soro de
27 pacientes portadores de toxoplasmose ocular com testes de detecc¢do de anticorpos, PCR e
teste de avidez de IgG e concluiram que nenhum dos métodos foi o suficientemente sensivel
para estabelecer o diagndstico da doenga, mas a combinagdo dos quatro métodos atinge uma

sensibilidade aceitdvel para justificar a andlise do humor aquoso como método rotineiro.

A Hidrolase Nucleosideo Trifosfato (Nucleoside Triphosphates Hydrolase — NTPase)
que estd presente na forma taquizoita do protozodrio Toxoplasma gondii localiza-se no
vactolo parasitéfago do parasito e constitui de 3 a 4% do total de proteinas citosdlicas
encontradas no mesmo. Estudos sugerem que a NTPase esteja envolvida em processos de alto
teor energético e de papel central na replicacdo e sobrevivéncia do parasito. A NTPase tem
sido considerada um dos maiores antigenos do taquizoito de T. gondii, (ASAI, T. et al, 1983)
bem como parece ser um dos maiores antigenos estimuladores da resposta imune durante a

forma aguda da infeccio toxopldsmica. (ASAI et al, 1992).

A NTPase possui 2 isoformas, (NTPase I e a NTPase II), as quais diferem entre si por
suas propriedades cinéticas. Cepas avirulentas de 7. gondii possuem somente a NTPase de
tipo II, enquanto que cepas virulentas apresentam os dois tipos de NTPase. JOHNSON et al.

2003).

Baseando-se nestes estudos, este trabalho propde-se a testar um anticorpo monoclonal
produzido contra a por¢do NTPase do antigeno de 7. gondii como uma possivel ferramenta

diagnéstica laboratorial para toxoplasmose ocular.

PACIENTES, MATERIAIS E METODOS
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Foi realizado um estudo analitico de caso-controle, onde foram estabelecidos critérios
diagnosticos.
Pacientes Utilizados

Grupo Caso: Vinte e um Individuos de ambos os sexos, com idade superior a 10 anos,
portadores de uveite posterior presumivelmente por toxoplasmose (UPAPT) padrio ouro
(Lynch et al 2008), atendidos no servico de Oftalmologia do Hospital das Clinicas da UFPE.
Nestes pacientes foi determinada a  IgG sérica anti- 7. gondii através da técnica de
imunofluorescéncia indireta assim como a IgAs na ldgrima através do método de ELISA

como descrito em Lynch (2004) .

Grupo Controle: Os controles foram formados por 20 individuos sem apresentagdo de lesdes
sugestivas de toxoplasmose ocular, nem quadro clinico compativel com toxoplasmose

sistémica.

Coleta das amostra de lagrimas: As ligrimas foram coletadas em papel de filtro ,sem
estimulo prévio seguindo o protocolo proposto por LYNCH et al 2004 e foram eluidas em
tampao PBS de modo a produzir uma diluicao de 1/10.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satide
da UFPE — CEP/CCS/UFPE com o registro N° 387/07 e sé participaram do trabalho
individuos ou responsdveis que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,

apos a explicacdo da pesquisa.

Anticorpo monoclonal (AcMo-2F12)
O hibridoma do anticorpo monoclonal (AcMo) anti - NTPase de Toxoplasma gondii (clone

2F12) utilizado na pesquisa foi cedido pelo Prof. Dr. Masashi Kobayashi da Universidade de
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Medicina de Chiba — Japdo . O hibridoma foi descongelado e expandido e foi realizada a sua
purificacdo pela técnica de HPLC utilizando-se gradiente de concentracdo de sais em uma
coluna do tipo Mono S® HR 5/5 (PHARMACIA), o protocolo utilizado na purificacio

baseou-se nas especificacdes da coluna.

Teste de Dot Blot para Toxoplasmose Ocular

O teste de dot-blot foi realizado utilizando amostras de ldgrimas dos casos e controles.
Aliquotas de 15 pL das amostras de lagrimas eluidas dos papéis de filtro, foram incubadas
em membranas de nitrocelulose (BIORAD- Trans Blot 0,45 um), cortadas em pedagos de 1
cm?2 e aplicadas em um suporte, para sensibiliza¢do destas por 18 horas a 4° C. Apds bloqueio
com TBS-BSA 1% durante 1 hora, aplicou-se 100 uL do anticorpo monoclonal 2F12 anti-
NTPase incubando 1 hora para captura da NTPase. Anticorpo anti-camundongo Ig total
conjugado a biotina, produzido em cabra (SIGMA) foi incubado durante 1 hora, apds a que
foi aplicado o complexo Avidina-Peroxidase (SIGMA) durante 1 hora. Para a revelacdo da
reacdo imunoenzimadtica utilizou-se o sistema Diaminobenzidina a 0,3%+H;0, a 0,05%. A
positividade foi conferida visualmente por dois observadores. Entre todas as etapas foram
realizadas 3 lavagens com TBS-Tween 0,05% e a partir do bloqueio todas as reagdes foram

incubadas a temperatura ambiente.

Analise de dados

Para a andlise dos dados foram verificadas a sensibilidade, especificidade, o valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo obtidos com os resultados do teste, considerando
uma prevaléncia local de 45% visto que existem relatos de uma prevaléncia de 30 a 60% de

retinocoroidites por 7. gondii no nosso meio (KAWAZOE, 2001). Também foram realizados
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testes estatisticos de Fisher e odds ratio, utilizando-se o programa estatistico Graphpad Instat
3.05. Para os célculos dos valores preditivos utilizou o teorema de Bayes das probabilidades
condicionais. Os célculos foram realizados tomando como base a tabela 2x2 representada na

tabela 1.

RESULTADOS

O dot blot foi positivo revelando a presenca de NTPase em 20 das amostras de
pacientes e em 9 dos controles negativos.Os resultados obtidos na andlise dos 41 pacientes,
sendo 21 pacientes portadores de uveite presumivelmente por 7. gondii e 20 individuos
controle, sem sinais da doenca, revelaram uma sensibilidade de 95,27%, especificidade 45%,
valor preditivo positivo de 63,31% e valor preditivo negativo 90,48%, considerando um
intervalo de confianca (IC) de 95% e a prevaléncia da forma ocular da doenga na populacdo
de 50%, resultados expressos na tabela 2. Em andlises realizadas pelo programa estatistico
Graphpad Instat 3.05, obtivemos pelo teste de Fisher um valor de p=0,0005, considerado
como significante todo valor de p<0,05 e odds ratio de 21,444, (considerando 1.C. de 95%: 2,
726 a 219,21) usando-se aproximagdo de Woolf. Demonstrando forte associagcdo entre a
presenga de NTPase na lagrima, detectada pelo AcMo 2F12 e a toxoplasmose ocular ativa.
Todos os individuos considerados como caso apresentaram reacdo de fluorescéncia positiva
para anticorpos séricos IgG em titulos que variam entre 1/16 e 1/712 (dois pacientes), sendo
que destes, nove pacientes apresentaram niveis de IgG em titulos abaixo de 1/32. Todos
apresentaram resultado negativo para IgM sérica. Dos pacientes negativos, 18 apresentaram

IgG positiva em titulos baixos e 2 apresentaram IgG negativa.
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DISCUSSAO

O diagnéstico da toxoplasmose ocular, apesar do que se tem estudado com relagdo ao assunto,
ainda utiliza-se da detec¢@o de caracteristicas clinicas tipicas da lesdo como “padrdo ouro”.
Na auséncia destas caracteristicas passa-se a utilizar ferramentas laboratoriais, as quais

revelam a positividade de 50 a 80% dos casos verdadeiros positivos (GARWEG et al. 2004).

No diagnéstico laboratorial da doenga muitos tipos de testes sdo utilizados na tentativa
de deteccdo de anticorpos locais especificos anti-T. gondii (ELISA, immunoblotting, e
técnicas de amplificacdes de genes). Embora as sensibilidades destes testes estejam bem
estabelecidas, as suas especificidades ainda sdao questiondveis (VILLARD et al. 2003). Os
resultados obtidos no presente estudo reforcam esta idéia, pois uma alta sensibilidade

(95,27%) foi encontrada em detrimento da baixa especificidade (55%).

Resultados encontrados entre os distintos testes que sdo utilizados na pesquisa de
anticorpos anti-T gondii na toxoplasmose ocular sdo divergentes. Encontramos variacdes de
sensibilidades de 2,3 a 75% e especificidades de 75 a 100% em estudos de PCR utilizando
humor aquoso (GARWEG et al, 1996; BOU et al, 1999). Como também, sensibilidades ao
redor de 70% e especificidade de 77% em andlises utilizando a técnica de immunoblotting
para IgG e IgA (GARWEG, 2004) e sensibilidade de 63% e especificidade de 89% em um
estudo utilizando ELISA para IgG. (VILLARD et al. 2003).

Por outro lado, ensaios utilizando a técnica de ELISA em secdo experimental em
camundongos na pesquisa de IgG anti- NTPase em comparacdo com a Reacdo de Sabin-
Feldman, que utiliza parasitos vivos (método considerado como ‘“padrio ouro” como
ferramenta laboratorial diagndstico da toxoplasmose) detectaram uma alta correlacdo entre a

deteccao de altos titulos destes anticorpos entre ambos testes. (ASAI et al. 1992).
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Vale-se ressaltar também que embora a andlise de humor aquoso seja util no
diagnoéstico de toxoplasmose ocular, a técnica de coleta torna sua utilizacdo limitada pois se
trata de um procedimento invasivo que, mesmo raramente, pode levar a complicagdes como
sangramentos intra-ocultares, catarata, abscessos corneanos e até endoftalmite (CHEUNG et
al. 2004).

Neste trabalho utilizamos como amostra bioldgica a ser estudada ldgrimas de pacientes
que foram coletadas pela técnica proposta por LYNCH et al. 2004, que mostrou-se uma
técnica de coleta menos invasiva e de riscos despreziveis.

Contrapondo-se aos estudos que utilizam outras técnicas imunodiagndstica para
detec¢do de casos de toxoplasmose ocular, a técnica de dot blot foi escolhida para este estudo.
Esta metodologia foi escolhida por se tratar de uma técnica mais econdmica, tanto por utilizar
membrana de nitrocelulose como suporte para reagdo, como por ndo necessitar de
equipamentos para leitura dos resultados, fato que traria uma vantagem em relacdo as outras
técnicas em uso, que s6 podem ser realizadas em laboratérios com equipamentos especificos
para obtencdo da leitura das amostras.

O anticorpo monoclonal utilizado neste estudo foi previamente testado para andlise da
ocorréncia de reacdes cruzadas com outros parasitos, apresentando resultado negativo em
todas as reacdes a que foi submetido. Foram realizados testes contra antigeno da forma
epimastigota do Trypanosoma cruzi, antigeno de Ascaris lumbricoides, antigenos de ovo e de
verme de Schistosoma mansoni e antigeno de Wuchereria bancrofti porque estas sdo

parasitoses comuns na regiao.

Todos os pacientes considerados como caso apresentaram elevados titulos de IgG
detectados pela reacdo de imunofluorescéncia indireta, bem como alguns destes também
apresentaram niveis elevados da produgdo de IgA secretdria determinados por ELISA. Dentre

os pacientes controle, alguns possuiam IgG anti- 7. gondii, fato que ndo se repetia em todos



55

os individuos do grupo. A preseng¢a de um elevado niimero de resultados falso-positivos,
como pode ser observado pelo valor encontrado no cdlculo da especificidade (55%)
representa um importante questionamento deste trabalho. Ndo foi possivel neste momento,
explicar porque existiu essa reagdo positiva em individuos sem lesdo ocular, pois 0 AcMo
2F12 néo reagiu quando exposto a antigenos de parasitos diversos, como descrito acima, o

que derrubaria a hip6tese de reacio cruzada.

Tomando como base estes estudos anteriores, entende-se que o método desenvolvido
por este grupo, que utiliza a técnica de dot blot para detec¢do de anticorpos anti-NTPase em
amostras de lagrimas coletadas de forma ndo invasiva e apresentando sensibilidade de
95,27%, especificidade 55%, VPP de 63,31% e VPN de 90,48% pode ser utilizado como uma

ferramenta diagndstica para a detec¢do da toxoplasmose ocular.
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Tabela 1: Modelo de tabela 2 x 2 utilizada nas analises estatisticas.

Teste Doentes Sadios
Positivo 20 9
Negativo 1 11

Tabela 2: Andlise estatistica do desempenho do teste de dot blot na pesquisa de NTPase pelo

AcMo 2F12 em pacientes portadores e ndo portadores de UPAPT.

Casos(n) Controles (n) Sensibilidade Especificidade VPP#* VPN##

21 20 95,27% 55% 63,31%  90,48%

* VPP (valor preditivo positivo) **VPN ( valor preditivo negativo)
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6.0. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa mostram que o teste apresenta elevada
sensibilidade na deteccdo da enzima NTPase, porém baixa especificidade. Mas, mesmo com
baixa especificidade, a utilizacdo deste teste pode representar uma boa ferramenta no
diagnéstico da toxoplasmose ocular como um método complementar a de baixa sensibilidade
e alta especificidade como a PCR e o ELISA para IgG. Mais estudos serdo realizados para

aprimorara este método diagndstico.
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APENDICE N°1 - Termo de consentimento

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

CURSO DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL

Dinamica da IgA secretora da ldgrima em pacientes portadores de uveite posterior
ativa presumivelmente por Toxoplasma gondii durante o primeiro trimestre da doenga.
Investigadora: Mirelle Souza Ledao Vasconcelos

Rua Antdénio Gomes de Freitas, 191- Ilha do Leite- Recife-PE. Tel: 34234166

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

BU, e responsdvel pelo (a) menor
....................................................................................... concordo que ele (a) participe / em
participar da pesquisa sobre a Dinamica da cinética da IgA secretora da lagrima em pacientes
portadores de uveite posterior ativa presumivelmente por Toxoplasma gondii na forma
classica durante o primeiro trimestre da doenga, mediante o qual vird a ser possivel o
esclarecimento diagnéstico da doenca em questao.

Sendo assim autorizo a realizagdo do exame oftalmoldgico 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 ldgrimas, para exames laboratoriais. Esses exames néo 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 ldgrimas virdo a ser feitos
dosagens de anticorpos para saber se o olho tem ou ndo toxoplasmose, € que entendi todas as
informagdes que me foram fornecidas. Por este motivo, dou o meu consentimento livre e
voluntério 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 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...

Nome do pesquisador responsavel

Nome do pai ou responsavel

Nome do menor

12 Testemunha

2% Testemunha
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ANEXO N°1

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

Of. N. ° 263/2008 - CEP/CCS Recife, 20 de agosto de 2008 -

Registro do SISNEP FR — 166677

CAAE - 0379.0.172.000-08

Registro CEP/CCS/UFPE N° 387/07

Titulo: “Andlise da cinética da IgA secretora da lagrima em pacientes portadores de uveite
posterior ativa presumivelmente por Toxoplasma gondii na forma classica
durante o primeiro trimestre da doenga”

Pesquisador Responsavel: Mirelle Souza Ledo Vasconcelos

Senhora Pesquisadora:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e
analisou, de acordo com a Resolugdo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Saude, o protocolo
de pesquisa em epigrafe, aprovando-o e liberando-o para inicio da coleta de dados em 19 de
* agosto de 2008.
Ressaltamos que o pesquisador responsavel devera apresentar relatério ao final da

pesquisa.
Atenciosamente
Progéna indoso Couto
Coordenador do FCCS | LIEPE
A

Mestranda Mirelle Souza Ledo Vasconcelos
Programa de P6s-Graduagéo em Medicina Tropical — CCS/UFPE

Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cid. Universitaria, 50670-901, Recife - PE, Tel/fax: 81 2126 8588; cepccs@ufpe.br
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ANEXO N°2 — INSTRUCAO AOS AUTORES

(IDemorias do Insacuco Oswaldo Cruz

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

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, Vol. IV, Edgard Blucher, Sdo 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 alteragées fisiologicas em
Biomphalaria glabrata (Say, 1818), hospedeiro intermedidrio de Schistosoma
mansoni Sambom, 1907 pela agdo do ldtex de Euphorbia splendens var. hislopii
N.E.B (Euphorbiaceae), PhD Thesis, Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro, Seropédica, 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

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
Medicine (US). c1999 [updated 2001 Nov 20; cited 2002 Aug 12]. Available

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

Part of a database on the Internet
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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

* Illustrations: 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

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/unifreqr/htm) and will be responsible
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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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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes
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Baixar livros de Direitos humanos
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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