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RESUMO

Introdugao: A infeccdo Toxoplasma gondii € uma causa importante de
doenca ocular infecciosa. A patogénese da lesao retinocoroidiana associada
a este agente etiolégico ndo é completamente compreendida.

Objetivo: O presente estudo foi realizado para investigar a expressao de
citocinas pelos mondcitos CD14" de individuos com retinocoroidite
presumidamente toxoplasmica ativa comparando com individuos controles e
correlacionar com as manifestacoes clinicas.

Métodos: Vinte (20) pacientes com retinocoroidite presumidamente
toxoplasmica ativa foram consecutivamente recrutados do servico de Uveites
do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais - Brasil,
entre Agosto de 2010 e Janeiro de 2011. Dezoito (18) individuos saudaveis,
comparados por sexo e idade foram incluidos como controles, sendo nove (9)
individuos alocados como controle negativo (sorologia IgG negativo para T.
gondii - sem lesdo ocular) e nove (9) individuos alocados como controle
positivo (sorologia IgG positivo para T. gondii - sem lesdo ocular). Células
mononucleares do sangue periférico foram obtidos e incubados na auséncia
e presenca de antigenos soluveis de taquizoitos (STAgQ) e corados com
anticorpos marcados para moléculas de superficie (CD14") e citocinas (TNF-
a, IL-12, IL-6 e IL-10). As preparagbes foram analisadas pelo FACSCan®,
selecionando a populagao de mondcitos.

Resultados: Sem estimulagao pelo STAg, ndo houve diferengca na expressao
no percentual de mondcitos CD14" das citocinas TNF-a, IL-12 e IL-10 entre
pacientes e controle negativo. Na presenga do STAg, o grupo controle
negativo ndo demonstrou mudanga estatisticamente significante na
expressao das citocinas, com exce¢ao da IL-6, ja o grupo controle positivo
demonstrou aumento da expressao das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10. Os
pacientes com retinocoroidite presumidamente toxoplasmica ativa
apresentaram na presenga do STAg aumento da expressdo das citocinas
TNF-qa, IL-12, IL-6 e IL-10. Correlacionamos a expressao das citocinas com as
manifestacdes clinicas. Resultados mostraram correlagao linear positiva entre
TNF-a e altura maxima mensurada da lesdo ativa pelo sOCT (p=0,002;
Spearman r2=0,788); correlacao linear positiva entre |L-6 e intensidade do
haze vitreo (p=0,017; correlagdo de Spearman r’=0,556).

Conclusées: Este estudo demonstra que a resposta ao antigeno do T. gondii
€ observada em pacientes com retinocoroidite presumidamente toxoplasmica
ativa, assim como individuos infectados pelo parasito, porém sem lesao
ocular. Os resultados também sugerem que a gravidade da retinocoroidite
presumidamente toxoplasmica pode estar relacionada com o balango da
expressao das citocinas.

PALAVRAS CHAVES
retinocoroidite, mondécitos, citocinas, tomografia de coeréncia 6ptica,

angiografia, toxoplasmose
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ABSTRACT

Introduction: Toxoplasma gondii infection is an important cause of infectious
eye disease. The pathogenesis of retinochoroidal lesion associated with this
etiologic agent is not fully understood.

Purpose: The present study was undertaken to investigate cytokine
expression by CD14" monocytes of patients with active toxoplasmic
presumably retinochoroiditis compared with control subjects and correlate
with the clinical manifestations.

Methods: Twenty (20) patients with active toxoplasmic presumably
retinochoroiditis were consecutively recruited from the Uveitis Service at the
Hospital das Clinicas, Federal University of Minas Gerais - Brazil, between
August 2010 and January 2011. Eighteen (18) healthy subjects compared by
sex and age were included as controls, nine (9) individuals allocated as a
negative control (IgG serology negative for T. gondii - no eye injury) and nine
(9) individuals assigned as positive control (IgG positive serology for T. gondii
- no eye injury). Peripheral blood mononuclear cells were obtained and
incubated in the absence or presence of soluble antigen of tachyzoites
(STAg) and stained with labeled antibody to surface molecules (CD14%) and
cytokines (TNF-a, IL-12, IL-6 and IL-10). The preparations were analyzed by
FACScan ® by selecting the monocyte population.

Results: Without stimulation by STAg, there was no difference in the
expression of TNF-qa, IL-12 and IL-10 between patients and negative control.
In the presence of STAg, the negative control group showed no statistically
significant change in the expression of cytokines, except IL-6, as the positive
control group showed increased expression of TNF-a, IL-6 and IL-10. The
patients had active toxoplasmic presumably retinochoroiditis in the presence
of STAg, increased expression of TNF-a, IL-12, IL-6 and IL-10. Cytokine
expression correlated with the clinical manifestations. Results showed positive
linear correlation between TNF-a and maximum height of the active lesion
measured by sdOCT (p=0.002, Spearman r?=0.788), positive linear
correlation between IL-6 and vitreous haze intensity (p=0.017, Spearman
correlation r’=0.556).

Conclusions: This study demonstrates that the response to T. gondii antigen
is observed in patients with active toxoplasmic presumably retinochoroiditis,
as well as individuals infected by the parasite, but no eye injury. The results
also suggest that the severety of toxoplasmic presumably retinochoroiditis
may be related to the balance between expression of cytokines.

KEY WORDS
retinochoroiditis, monocytes, cytokines, optical coherence tomography,

angiography, toxoplasmosis
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Retinocoroidite Toxoplasmica Presumida Ativa: Pardametros Clinicos e Avaliagdo da
Expressdo Imunofenotipica dos Monécitos CD14"

1. INTRODUGAO



Introducgéo

A infeccdo pelo protozoario e parasita intracelular Toxoplasma gondii é
mundialmente prevalente em humanos e em outros animais homeotérmicos.
Pertecente ao filo Apicomplexa, como o Plasmodium spp., parasito de
importancia pela doengca que causa, malaria, o T. gondii tornou-se um
prototipo para a pesquisa por tratar-se de uma espécie mais propicia para
manipulagao genética, eficiente nas transinfec¢des e expressdes de epitopos,

pouco complicados em comparacao as outras espécies deste filo.

O T. gondii é causador de doengas como encefalites, miocardites e
pneumonites nos seres humanos, afetando virtualmente qualquer célula
nucleada, porém com preferéncia pelas células constitutivas do sistema
nervoso central, incluindo os grupos celulares responsaveis pela visao.
Preocupacgdes sao dirigidas a todos os individuos infectados, pois estao
susceptiveis a adquirirem a retinocoroidite toxoplasmica, doenca com
potencialidade de causar a cegueira, e as gestantes nao infectadas, pois a
aquisicao do parasito durante a fase gravidica pode causar danos ao feto em

desenvolvimento.

Oftalmologistas lidam diariamente com o sofrimento de pessoas que por
razdes ainda desconhecidas do nosso entendimento, adquiriram a infeccgao,
muitas vezes sem sintomas, e desenvolveram a sindrome uveitica posterior
consequente ao T. gondii, tornando-se cegas. Este sofrimento nos tornam
responsaveis por tentar contribuir com o esclarecimento dos mecanismos

imunes envolvidos no aparecimento da doencga ocular.

O estudo do T. gondii deve focar tanto na biologia do parasito, como a
estrutura, os mecanismos bioquimicos, genéticos, mas também no papel da

imunidade do hospedeiro.

A importancia do hospedeiro € clinicamente observada quando verificamos
que determinados individuos ndao desenvolvem a doenca ocular, mesmo
sendo portadores de cicatrizes retinocoroidianas extensas ou multiplas,
enquanto outros apresentam recidivas frequentes, mesmo sem estarem

associados a alguma doenca imunossupressora.
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Introducgéo

Neste presente estudo, procuramos avaliar a resposta de um componente do
sistema imune inato presente na circulagdo venosa periférica, os mondcitos,
durante a atividade da doenca ocular, através da expressao de citocinas

sabidamente importantes para o controle da infecgdo aguda e cronica.
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Reviséo da Literatura

2.1 TOXOPLASMOSE

2.1.1 O Agente Etiolégico

2.1.1.1 Historia

O dicionéario da lingua portuguesa Houaiss define o termo parasita como
‘organismo que vive de e em outro organismo, dele obtendo alimento e n&o
raro causando-lhe dano” (Houaiss et alii, 2009). Qualquer agente infeccioso
pode ser considerado um parasita, mas o termo é estrito aos protozoarios e

aos vermes helminticos.

Os protozoarios habitam o planeta Terra ha milhdes de anos, e relatos
historicos demonstram que o parasitismo causava temores aos homens,
vistos nos documentos chineses datados nos anos 2.700 a.C., pelo
Imperador Huang Ti, no tratado médico Nei Ching (Canon of Medicine), no
qual lista sintomas como dor de cabeca, calafrios e febres tercad e quart3,
sugestivos da malaria (Cox, 2004). Testes genéticos especificos para
Plasmodium falciparum revelaram como sendo a possivel causa mortis do
fara6 Tuntankamom a malaria, ocorrido nos anos 1.500-1.000 a.C. (Hawass
et alii, 2010).

Nossa historia sera voltada para um protozoario em especial: Toxoplasma

gondii.

Desconhecido da histéria por apresentar poucos sintomas, foi apenas no
inicio do século XX, apods ser descoberto por trés pesquisadores, Charles
Nicolle e Louis Manceaux, em 1908, na Tunisia, nos tecidos do roedor
silvestre Ctenodactylus gundi, e concomitantemente por Alphonso Splendore
em Sao Paulo, nos coelhos, que o parasita tornou-se motivo de intensos

estudos no mundo (Cox, 2004).
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Foi creditado as primeiras observacdo da doenca em seres humanos
causada pelo parasito T. gondii aos pesquisadores Joseph Jank(, em 1923,
na Tchecoslovaquia, ao descrever os achados das lesdes oculares, Carlos
Margarinos Torres, em 1927, no Rio de Janeiro, ao descrever uma crianga de
2 anos de vida com hidrocefalia e portadorados cistos do protozoarios
(Torres, 1927) e Richard Richter, em 1936, em Chicago, ao descrever um
caso de meningoencefalite num recém-nascido. Os trés sdo os primeiros
descritores das lesbes consequentes ao parasito T. gondii, apesar de todos
inicialmente descreverem o agente como se fosse uma nova espécie do
género Encephalitozoon (Wolf et Cohen, 1937; Wolf et alii, 1939a; Wolf et alii,
1939b).

Os patologistas norte-americanos, Wolf, Cowen e Paige, foram os primeiros a
identificarem o T. gondii numa crianga que desenvolveu convulsdes aos 3
dias de vida e apresentava lesbes nas maculas, visualizadas pelo
oftalmoscopio. O recém-nascido faleceu e autopsiado foi encontrado T. gondii

livres e intracelulares nos tecidos cerebrais e retinianos (Wolf et alii, 1939b).

Pinkerton, Weinman e Henderson em 1941 (Pinkerton et Henderson, 1941)

reconheceram a infec¢gado aguda causada pelo T. gondii em adultos.

Sabin, em 1941, fez o relato de uma crianca de 6 anos de idade que faleceu
apos 30 dias de doenca, com um quadro de convulsdes, delirios, febre e
pleocitose, mas sem sinais de irritacdo meningea. O parasito foi isolado
injetando-se um preparado do tecido enceféalico em cobaias. As iniciais da
crianga, RH, até hoje, identificam uma das cepas do T. gondii (Sabin, 1941).
Anos mais tarde, o pesquisador e seus colaboradores fizeram a descricdo da
encefalite toxoplasmica em humanos (Sabin et alii, 1952 apud Miller et alii,
1969).

Sabin, em 1948, descreveu o uso do teste de azul de metileno para detectar
anticorpos contra o T. gondii (padrdo ouro para avaliagdo da infeccdo em
humanos) (Sabin et Feldman, 1948). O teste ficou conhecido como Teste do

Corante (Dye Test - DT) ou Teste de Sabin e Feldman, utilizado até hoje
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como padrao ouro por laboratérios de referéncia (Reiter-Owona et alii, 1999).

Em 1952, a relagéo entre lesao retinocoroidiana e T. gondii foi confirmada por
Helenor Campbell Wilder Foerster ao descrever uma série de 53 casos de
olhos enucleados com lesdes granulomatosas e areas de necrose central
(Holland et Lewis, 2002).

Num grande trabalho realizado por Desmonts e Couvrier, publicado em 1974,
fica definida a transmissao vertical do parasito quando a mulher adquire o
parasito durante a gestagao. O trabalho demonstra as taxas de transmissao
quando as mulheres s&o tratadas ou ndo com espiramicina, e a gravidade da
manifestacdo clinica para o recém-nascido de acordo com o tempo

gestacional em que ocorre a infecgdo materna (Desmonts et Couvreur, 1974).

A associagado da toxoplasmose com malignidades tornou-se clara em 1968,
quando evidenciaram-se por meio de estudos em autdpsias de 4 pacientes
em tratamento para melanoma, linfoma de Hodgkin, leucemia linfocitica e
leucemia mielocitica aguda no Instituto Nacional do Cancer em Bethesda,
EUA, juntamente com dados de outros casos descritos desde o ano de 1953
(Vietzke et alii, 1968).

Em 1984 é comprovada a caracteristica oportunista do parasita quando o ser
humano é acometido pelas alteragcdes consequentes a contaminagao do virus

da imunodeficiéncia humana - HIV (Luft et alii, 1984).

2.1.1.2 Toxoplasma gondii e Cepas

Pertencente ao filo Apicomplexa, assim como outros parasitas intracelulares
obrigatérios causadores de doengas em humanos e animais, como a malaria
(Plasmodium spp.), babesiose (Babesia spp.), criptosporiase
(Cryptosporidium spp.), coccidiosis em aves domésticas (Eimeria spp.),

teilerioses (Theileria spp.), o T. gondii é parasita intracelular obrigatério e
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necessita dos hospedeiros intermediarios e definitivos para completarem o

seu ciclo evolutivo (Shigerahu, 2011).

O T. gondii é a unica espécie do seu género, tradicionalmente apresenta 3
cepas diferentes, classificadas como tipo |, Il e lll, e algumas cepas atipicas
ou recombinantes (Dardé, 2004), porém dependendo da analise genética
utilizada, podemos classificar em 100 cepas diferentes (Dardé, 2008). A
importancia das cepas do parasito se deve a variacdo da viruléncia, sendo

maior nos tipo | e mediana para os tipos Il e Il (Pena et alii, 2008).

Dubey et alii, 2004, avaliaram tecidos musculares de 54 gatos no estado do
Parana e encontraram o parasito em 37 animais com a propor¢ao de 15
gatos (40,5%) apresentando cepas do tipo | e 22 gatos (59,5%) apresentando
cepas do tipo Il (Dubey et alii, 2004). Numa avaliagdo de 71 gatos em Sé&o
Paulo, encontraram o parasito em 46 animais com a seguinte relagao: 34
gatos (72,4%) apresentando a cepa do tipo |; 12 gatos (25,5%) com a cepa

do tipo lll; 1 gato (2,1%) com cepas dos tipos | e lll (Pena et alii, 2006).

2.1.1.3 Ciclo de Vida e Transmisséao

Os felideos sdo os hospedeiros definitivos nos quais ocorrem a reprodugao
sexuada e os demais animais homeotérmicos sdao os hospedeiros

intermediarios nos quais ocorrem a reproducao assexuada.

Existem trés diferentes estagios no ciclo de vida do parasita: bradizoitos,
taquizoitos e esporozoitos localizados dentros dos oocistos esporulados
(Frenkel, 1974).

Os taquizoitos (do grego tachos: rapido), termo nomeado por Frenkel, 1974,
€ uma forma que apresenta multiplicagao rapida do parasito, ocorrendo tanto
nos hospedeiros intermediarios quanto nos hospedeiros definitivos, com
excecao das células dos intestinos dos felinos. Eles tém o formato de

crescente ou arco, com a ponta anterior condide e a ponta posterior ovalada,
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com tamanho aproximado de 2 a 6 um. Agregados de taquizoitos s&o
chamados clones, colbénias terminais ou grupos. Multiplicam-se
assexuadamente por endodiogenia, uma forma especializada de reproducéao
na qual 2 células filhas sao originadas a partir de uma células mae (Frenkel,
1974).

In vivo, os grupos de taquizoitos tém formas evolutivas diferentes devido a
multiplicacdo assincronica, mas rosetas podem ser formadas, resultantes de
crescimento sincrénico. Depois de penetrar na célula hospedeira, ha um
periodo de tempo variavel de repouso até sua multiplicagdo dependente da
cepa e do tipo celular invadido. Cepas mais virulentas em camundongos
possuem uma taxa de multiplicagdo maior, e maior tendéncia a formarem
rosetas (Frenkel, 1974).

Os taquizoitos possuem organelas responsaveis pela adesao e penetracao
nas células parasitadas, como micronemas e roptrias. Entram nas células
hospedeiras por penetragdo ativa ou fagocitose. Ja dentro da célula, o
taquizoito torna-se ovoide e é circundado pelo vacuolo parasitéforo, formado
pelas membranas do parasito e da célula hospedeira, e vive por mecanismos
de evasao da destruicdo intracelular, inibindo a fusido de vacuolos e
lisossomas e neutralizagdo de enzimas (Carvalho et Melo, 2006). Tém a
capacidade de produzir energia, crescer e multiplicar, promovendo a sintese
protéica e de pirimidinas, dependendo apenas da producao das purinas pelas

células hospedeiras (Dubey et alii, 1998).

A forma bradizoita (do grego bradi: lento) também foi cunhado por Frenkel,
1974. Contidos dentro de cistos teciduais, vivem no ambiente intracelular e se
multiplicam por endodiogenia. O tamanho pode variar em torno de: 5 ym nos
cistos jovens que contém apenas 2 bradizoitos; 70 pm nos tecidos
encefalicos; 100 um nos tecidos musculares quando os cistos sdo mais
velhos, neste caso contendo centenas de bradizoitos (Frenkel, 1974). Cistos
intactos provavelmente ndo causam nenhum dano e podem persistir por toda

vida do hospedeiro sem causar resposta inflamatéria. Os bradizoitos séo
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mais resistentes a destruicdo por enzimas proteoliticas que os taquizoitos
(Dubey et alii, 1998).

Oocistos tém formato esférico e cerca de 10 a 12 ym de diametro. Cada
oocisto contém dois esporocistos e cada esporocito contém 4 esporozoitos,
estes com estrutura semelhante ao taquizoito. A esporulagdo ocorre no
ambiente, apds 1 a 5 dias da excrecdo, dependendo da temperatura e

oxigenagao (Frenkel, 1974).

A\ © Estagio de infeoglio
A\ " Estagio de diagnéstico

Figura 1: Vias de transmissdo da toxoplasmose. (1) Oocistos nao esporulados sao
eliminados nas fezes dos gatos; (2) hospedeiros intermediarios tornam-se infectados com os
oocistos; (3) presenga de cistos nos tecidos musculares e neurais dos hospedeiros; (4) cistos
teciduais sao capazes de contaminar o hospedeiro definitivo; (5) e (6) seres humanos
contaminam-se ao ingerirem carnes contendo cistos teciduais, (7) alimentos contaminados
com oocistos fecais, (8) transfusdo sanguinea e transplante de 6rgaos ou (9) transmisséao
vertical; (10) diagndstico por métodos soroldgicos, visualizagdo de cistos teciduais ou (11)
PCR do liquido amnidtico.

Figura adaptada do site do CDC — www.dpd.cdc.gov/dpdx
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O hospedeiro intermediario infecta-se por 3 modos: a) ingesta de oocistos
esporulados contendo as formas esporozoitas; b) ingesta de cistos teciduais
viaveis contidas em carnes mal cozidas; c) transmissao sanguinea, via mais

comum para a transmissao vertical, ou pelo transplante de 6rgaos.

Os hospedeiros definitivos também infectam-se da mesma maneira que os
hospedeiros intermediarios, ingestdo de oocistos esporulados ou de cistos
teciduais e transmisséao vertical. A diferenca é a formagao dos gametocitos
dos parasitos nas células enteroepiteliais, e consequentemente dos oocistos
que serdo eliminados nas fezes e contaminardo o ambiente. Apenas no
ambiente os oocistos irdo esporular e liberar os esporocistos contendo

esporozoitos (Tenter et alii, 2000).

No hospedeiro intermediario, os parasitas ingeridos na forma de cistos
teciduais ou de oocistos esporulados sao liberados na forma infectante, os
taquizoitos. Estes infectam as células nucleadas, preferencialmente as
células dos tecidos musculares, nervosos e retinianos, e transformam-se
novamente em sua forma dormente, os bradizoitos. Assim mantém-se por
periodo de tempo indeterminando quando um novo ciclo taquizoito-bradizoito

surja, infectando novas células (Tenter et alii, 2000).

2.1.2 Epidemiologia

A distribuicdo do parasito € mundial, estimando-se que cerca de um terco da
populagdo mundial seja portadora do parasito, mas a soroprevaléncia varia
com a regido estudada e com os métodos empregados (Holland, 2010). As
variagdes geograficas dependem do clima, dos habitos alimentares, das
condigdes socioeconbmicas € com o grupo etario pesquisado (Remington,
1974).

Nos Estados Unidos da América, a soroprevaléncia é estimada em 22,5%, e
entre as mulheres em fase reprodutiva em 15%, enquanto paises como

Franca o percentual entre mulheres em periodo fértil € de aproximadamente
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71%, e na Nigéria com 78% de soropositividade para a infecgdo pelo T.

gondii nas mulheres gravidas (Jones et alii, 2001).

Na década de 90 a soroprevaléncia nos paises da Europa Central como
Austria, Bélgica, Franca, Alemanha e Suiga variavam entre 37 e 58% nas
mulheres em idade reprodutiva. A prevaléncia aumenta nos paises da
América Latina como: Argentina, Brazil, Cuba, Jamaica e Venezuela, com
prevaléncias que variam entre 51 e 72%, e nos paises do Oeste Africano
como: Benin, Camarao, Congo, Gabao e Togo com prevaléncias entre 54 e
77% (Tenter et alii, 2000).

No Brasil ha variagdes conforme a regiao do pais e com a idade. Nos adultos
variam entre 50 e 83%, com os maiores valores encontrados nos estados do
Para, Rio Grande do Norte e Rio Grande do Sul, e os menores na Bahia,

Minas Gerais e Mato Grosso (Oréfice et alii, 2010).

2.1.3 Manifestagoes Clinicas

2.1.3.1 Manifestacbes Sistémicas da Infec¢cao Aguda

A infeccdo aguda do T. gondii se manifesta clinicamente no ser humano de
maneira variada. Depende do estado imune do hospedeiro e periodo de vida

da infeccao, pré-natal ou pds-natal.

O hospedeiro imunocompetente apresenta-se, na maioria do casos,
assintomatico na primo-infeccdo (Remington, 1974). As manifestagdes,
quando ocorrem sao: mal-estar inespecifico, febre, fadiga, linfadenopatia,
pneumonite, hepatite, miocardite, polimiosite, meningoencefalite, retinite
(Bowie et alii, 1997).

Estima-se que a linfadenomegalia toxoplasmica seja responsavel por
aproximadamente 5% de todas as outras etiologias (McCabe et alii, 1987).

Os linfonodos tém as caracteristicas de serem firmes, modveis, indolores e do
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tipo ndo supurativo. A biépsia demonstra hiperplasia folicular, com histiocitos
epitelidides nas margens dos centros germinativos, distensao focal dos sinus
com células monocitdides e ocasionalmente demonstrando cistos ou

taquizoitos.

O hospedeiro imunodeprimido apresenta-se de maneira similar ao hospedeiro
imunocompetente, porém, dependendo do grau de faléncia do sistema
imune, a infeccdo ira manifestar doenga com maior risco de vida, como

meningoencefalite (Suzuki et alii, 1988).

A infecgado primaria durante o periodo pré-natal tem consequéncias mais
graves, e depende do periodo gestacional que a gestante contamina-se com
o parasito, pois ha uma relagéo inversa entre a gravidade da doenga, taxa de

contaminacgao e o periodo gestacional (Dunn et alii, 1999).

As infecgcbes adquiridas pouco tempo antes ou no momento da concepgao
podem nao resultar em contaminagao do feto. As infeccbes ocorridas no
primeiro trimestre irdo resultar em contaminagao de 10 a 25% dos fetos, e as
manifestacdes serdo mais severas, ocorrendo principalmente alteragdes do
sistema nervoso central, como microcefalia, hidrocefalia, epilepsia, encefalite,
atraso psicomotor, e ainda, anemia, ictericia, retinocoroidite, estrabismo,
trombocitopenia (Remington et alii, 2001). As infecgcbes que ocorrem no
segundo trimestre da gestacéo tém taxas de contaminacéo de 30 a 50%, e as
infeccbes do terceiro trimestre tém taxas de 60 a 70%, podendo tais recém-
nascidos nascerem assintomaticos, porém com risco de desenvolverem

sequelas como retinocoroidite anos mais tarde (Dunn et alii, 1999).

2.1.3.2 Retinocoroidite Presumidamente Toxoplasmica

A retinocoroidite pelo T. gondii dificilmente ocorrerd como manifestacdo da
infeccdo aguda, apesar de ser encontrada em maiores taxas nos pacientes
imunodeprimidos. Mais comumente, a retinocoroidite sera manifestacdo da

doencga congénita ou da reativagao da infecgao cronica.

34



Reviséo da Literatura

Uma vez infectados pelo parasito, os cistos contendo suas formas bradizoitas
sao encontrados dentro das células retinianas, € por mecanismos ainda nao
compreendidos, mas dependente de fatores imunes do hospedeiro e do
proprio parasito, ocorre o rompimento dos cistos, levando a liberacdo das
formas infectantes, os taquizoitos. McMenamin et alii, 1986, estudando as
caracteristicas ultraestruturais de retinas de camundongos infectados pelo T.
gondii, encontraram células de Miuller contendo cistos, e algumas células
ganglionares parasitadas, porém nao havia evidéncia morfolégica indicativa
de toxicidade ou de reacao inflamatéria ao redor das células contendo os
cistos (McMenamin et alii, 1986). No mesmo experimento, mas relatado num
artigo a parte, Dutton et alii, 1986, estudaram a reacgao inflamatdria presente
nas retinas de camundongos infectados pelo T. gondii e encontraram grau
variado de severidade, de infiltracdo leve de células mononucleares até
completa destruicdo da retina externa, epitélio pigmentar da retina e cordide,
na presencga de reacgao inflamatéria granulomatosa. Interessante a descricao
de nao terem encontrado cistos do parasita nos focos da lesao inflamatdria
(Dutton et alii, 1986).

A manifestacdo clinica da toxoplasmose ocular é a sindrome uveitica: olho
vermelho (injecao ciliar), células na camara anterior, de intensidade variavel,
flare, consequente da quebra da barreira vascular, células no corpo vitreo,
haze vitreo e, na maioria dos casos, a lesao retinocoroidiana ativa (Dodds et
alii, 2008).

A lesao retinocoroidiana ativa apresenta-se como uma placa de coloracao
branco a amarelada, aspecto algodonoso, com margens mal delimitadas,
associado com edema retiniano perilesional. Elas surgem como lesbes

satélites das lesdes cicatrizadas ou isoladas (Friedman et Knox, 1969).
As lesbes podem ocorrer em qualquer parte da retina, mas lesdes adquiridas

no periodo pré-natal geralmente ocorrem na regido macular (Holland, 2003;
Holland, 2004).
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2.1.3.3 Complicacoes da Uveite Toxoplasmica

As complicagdes da uveite toxoplasmica irdo depender do grau de
inflamagao causada ao olho, ao numero de reativagdes e a localizacdo da

lesdo (Bosch-Driessen et alii, 2000).

A inflamacgao intensa podera causar grave opacificacédo do corpo vitreo, com
condensacgao das fibras colagenas, formagao de cilindros vitreos; glaucoma
por obstru¢do do seio camerular ou por formagdo das goniossinéquias;
catarata subcapsular posterior pelo processo inflamatério ou pelo uso dos
glicocorticéides topicos ou sistémicos; descolamento da retina e hemorragia
vitrea pela retragdo do corpo vitreo; edema cistdéide da macula; buraco
macular; hemorragia retiniana, atrofia Optica, membranas epirretinianas,
oclusoes vasculares, formagao de membranas neovasculares subretinianas e
phthisis bulbi (Bosch-Driessen et alii, 2002).

A cada reativagcdo da uveite toxoplasmica mais um ciclo de infeccdo e

inflamacao ira ocorrer.

A leséo inicial podera acometer a regido macular, e quanto mais préximo da
févea, pior o prognéstico visual, pois uma vez ocorrido o dano tecidual, ndo

sera regenerado.

2.1.4 Diagnéstico

O diagnéstico da toxoplasmose ocular ndo depende apenas das
manifestacdes clinicas, especialmente oculares, nem apenas de exames
complementares laboratoriais, ou exames de imagem (angiografia ou
tomografia de coeréncia dptica). O diagndstico € uma soma de achados que
comprovam que infecgao ocular suspeitamente seja de origem toxoplasmica
(da Mata et Oréfice, 2002), e a exclusdo dos demais diagndsticos diferenciais

da uveite posterior (Vasconcelos-Santos et alli, 2011).
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2.1.4.1 Sorologia da Infec¢gao do Toxoplasma gondii e PCR

O diagndstico sorologico € o primeiro método utilizado para avaliar se o
paciente apresenta ou nao infeccao pelo parasito. Podemos identificar 4 tipos
de imunoglobulinas, IgM, IgG, IgA e IgE, no soro de pacientes infectados pelo
T. gondii. Cada imunoglobulina apresenta caracteristicas temporais que
auxiliara a determinar se a infecgéo € aguda ou cronica, apesar de encontrar
situagdes na toxoplasmose ocular que a duvida persistira (Montoya, 2002;

Montoya et Remington, 2008).

A IgM pode ser identificada pelos métodos de duplo sanduiche ou de captura
pelo ELISA, IFA e ISAGA (Liesenfeld et alii, 1997). Surge inicialmente a
infecgao e persiste por cerca de 1 ano, apesar de descricdes na literatura de
12 anos de positividade apds o contagio (Bobic et alii, 1991). A IgG pode ser
identificada utilizando-se os métodos do Dye Test, ELISA, IFA e Teste de
Aglutinacédo Direto Modificado. Surge no soro apés 1 a 2 semanas apos a
infecgdo, pico de 1 a 2 meses, e persisténcia por toda a vida do individuo
(Montoya, 2002). A IgA pode ser identificado pelos métodos ELISA e ISAGA.
Utilizado principalmente para avaliagdo da toxoplasmose congénita ou
adultos agudamente infectados. E finalmente, IgE que pode ser demonstrado
pelo ELISA, em individuos agudamente infectados, apresentando uma

positividade de meses, porém com validade inferior ao IgA (Montoya, 2002).

Montoya et alii, 1999, sugeriram que em pacientes com apresentagao atipica
da doenga ocular ativa seja realizado analise do fluido intraocular pelo PCR
(Polymerase Chain Reaction) (Montoya et alii, 1999), por trazer maior
especificidade ao diagnéstico em relacdo ao Teste de Goldmann-Witmer
(Bou et alii, 1999; Groot-Mijnes et alii, 2006).
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2.1.4.2 Exames Complementares na Oftalmologia

2.1.4.2.1 Angiografia por Fluoresceina Sédica e Indocianina Verde

Como o préprio nome diz, complementar, os exames de imagem, FA
(Fluorescein Sodic Angiography - Angiografia por Fluoresceina Sddica), ICGA
(Indocyanin Green Angiography - Angiografia por Indocianina Verde) e OCT
(Optic Coherence Tomography - Tomografia de Coeréncia Optica) auxiliam
no manejo da doenga toxoplasmica ocular, porém mais uma vez, o
diagndstico é baseado nos achados clinicos e suportados pelo perfil

soroldgico do pacientes.

A FA demonstra alteracdes associadas a doenca como vasculites, oclusées
vasculares, shunts arteriovenosos na retina e retinocoroidianos, edema
macular, membranas neovasculares subretinianas e inflamacdo do nervo
optico. A ICGA tem o importante papel de avaliar extensdo do envolvimento
coroidiano na evolugdo da lesdo e na identificagdo de membranas
neovasculares subretinianas (Bernasconi et alii, 1997; Guex-Croiser et alii,
1998; Atmaca et alii, 2006).

O envolvimento da cordide durante a atividade da doenca toxoplasmica
ocular foi percebida por diversos pesquisadores ao visualizarem imagens
hipofluorescentes espalhadas pelo polo posterior, em areas as vezes
distantes da lesao ativa, e o chamaram de satellite dark dots (Bernasconi et
alii, 1997; Guex-Croiser et alii, 1998). Explicagdes para o surgimento de tais
lesbes ainda permanecem em discussdo, mas acredita-se que seja
consequente ao surgimento de reagdes inflamatdrias ndo infecciosas na

coréide (Amaro et alii, 2007).
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2.1.4.2.2 Tomografia de Coérencia Optica

O OCT utiliza-se da luz para a formagao da imagem, obtendo-se em alta
resolucdo, cortes seccionais da retina, permitindo visualizacdo das varias

camadas retinianas.

A nova geragao de OCT, utilizando-se do fendbmeno fisico chamado dominio
espectral (spectral domain) tem uma resolugao espacial entre 3 e 4 um e é
aproximadamente 50 vezes mais rapido que os OCT de dominio temporal
(time domain) (Costa et alii, 2006; Gupta et alii, 2008; Lamirel et alii, 2010).

Oréfice et alii (2006) avaliaram os achados vitreorretinianos durante a
atividade da toxoplasmose ocular e descreveram alteracbes nido detectadas
durante o exame clinico, como por exemplo: edema macular, tracao

vitreomacular e maculosquisis (Oréfice et alii, 2006).

2.1.5 Toxoplasmose Ocular: Congénita ou Adquirida?

Se a retinocoroidite toxoplasmica é fruto de uma infeccdo adquirida intrautero
ou adquirida pos-natal foi tema bastante discutido desde a observacado de
Wolf et alii, 1939, que concluiram as alteracdes do sistema nervoso central,
encéfalo e retina em um recém-nascido (Wolf et alii, 1939b). Como as
manifestagdes clinicas da infecgdo aguda sao poucas, as caracteristicas das
lesdes intraoculares das duas formas sado semelhantes, e os resultados
sorologicos sdo pouco especificos para predizer o tempo de infecgdo, as

duas formas etiolégicas sao indistinguiveis (Gilbert et Stanford, 2000).

Embora Hogan, 1951, acreditava que a maioria dos casos de retinocoroidite
toxoplasmica era consequente a infeccdo adquirida, Perkins, em 1973,
acreditava que a infeccdo no Reino Unido era congénita, e essa ideia

persistiu por décadas (Holland, 2003).
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Anos mais tarde, Holland, 1999, e Gilbert et Stanford, 2000, publicaram
trabalhos demonstrando o papel da infeccdo adquirida na prevaléncia da
manifestacdo da retinocoroidite presumidamente toxoplasmica (Holland,
1999; Gilbert et Stanford, 2000).

Glasner et alii, 1992, concluiram que 17,7% dos casos de toxoplasmose
ocular no sul do Brasil eram adquiridas no periodo pds-natal, e Silveira et alii,
2001, demonstraram que 8,3% dos individuos com infecgao pds-natal néo
apresentavam lesdo ocular, desenvolvendo apdés um periodo de

acompanhamento de 7 anos (Glasner et alii, 1992; Silveira et alii, 2001).

Numa epidemia em Vitéria, Canada, 21% dos casos revelaram envolvimento
ocular (Burnett et alii, 1998).

Outras consideragbes de cunho epidemioldgico levam a crer sobre a
superioridade dos casos de infecgao pds-natal sobre a pré-natal: a) a maioria
dos individuos com doenga ocular sao identificados na segunda a quarta
décadas de vida; b) a prevaléncia da infecgado por T. gondii aumenta com a
idade.

2.1.6 Tratamento da Retinocoroidite Presumidamente Toxoplasmica

Logo apods a identificacdo do agente etioldgico, pesquisadores comegaram a
tratar a retinocoroidite presumidamente toxoplasmica com antimalaricos e
sulfonamidas, baseados em estudos em animais (Holland, 2003). A
combinagao de prednisona, pirimetamina e sulfonamidas permanece até hoje
como terapéutica preferida dos especialistas contra o parasito. Outras
combinagdes de drogas também sdo utilizadas, como a azitromicina e
atovaquona, mas em revisdes sistematizadas, nenhuma delas mostraram-se
superiores em reduzir o tempo de doenca ativa ou a taxa de recorréncia em
pacientes imunocompetentes (Stanford et alii, 2003). Nos pacientes
imunossuprimidos pelo virus HIV foi demonstrado que a doenga ocular torna-

se inativa mais rapidamente quando tratado comparando-se com a historia
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natural da doenga sem intervengao (Holland, 1988; Cochereau-Massin et alii,
1992). Consenso existe na contra-indicagdo do uso do corticéide como
monoterapia, por piorar a lesdao ocular e promover a reativacdo da infecgao

cronica (Bosch-Driessen et Rothova, 1998).

2.2 SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imune evoluiu para proteger os organismos multicelulares dos
patdbgenos e a protegdo contra patdégenos esta a cargo de um sistema
complexo de interagdo entre 6rgaos, tecidos, células e moléculas que

compdem o sistema imune (lwasaki et Medzhitov, 2010).

O sistema imune compreende trés niveis de protecbes que relacionam-se
entre si: a) barreiras externas fisicas como pele, mucosa, epitélio ciliado, e
quimicas como acidos do estdbmago, enzimas proteoliticas secretadas; b)

imunidade inata; c) imunidade adaptativa (Moser et Leo, 2010).

No presente estudo, daremos énfase a imunidade inata e uma das suas
principais células, os mondcitos e 4 citocinas produzidas por este tipo celular,
TNF-q, IL-12, IL-6 e IL-10.

2.2.1 Imunidade Inata

A imunidade inata representa a primeira linha de defesa do hospedeiro para
microrganismos que penetram no corpo, vencendo as barreiras fisicas e
quimicas. Este mecanismo de defesa ndo tem “memadria”. Tempo de resposta

imediata a agressao (Moser et Leo, 2010).

As células que compreendem o sistema imune inato sdo os macrofagos,
células dendriticas, neutrdéfilos, eosindéfilos e mondcitos. Estas células séo
rapidamente recrutadas para o sitio de infeccdo, promovendo uma linha de

defesa imediata (Moser et Leo, 2010).
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As células do sistema imune inato sao capazes de detectarem invasao do
patdbgeno através de receptores para os patdgenos, os receptores de
reconhecimento padréo (Pattern Recognition Receptors - PRR), dentre eles,
o receptor do tipo toll (Toll-Like Receptor - TLR) (Kawai et Akira, 2010). Estes
receptores reconhecem uma série de estruturas moleculares conservadas
expressas pelos patdgenos de uma dada classe. As estruturas moleculares
derivadas dos patégenos (Pathogen Associated Molecular Pattern - PAMP)
representamuma complexa estrutura molecular que sao distintas para cada

grupo de microrganismos (lwasaki et Medzhitov, 2010).

As células fagociticas representam um importante mecanismo efetor da
resposta inata. No contato com um patégeno os fagdcitos realizam
fagocitose, e dentro de uma vesicula intracelular sdo destruidos por um
complexo de enzimas proteoliticas e espécies reativas oxidativas produzidas
dentro de tais células. As células fagociticas também produzem mediadores
soluveis chamados citocinas e quimiocinas que aumentam a capacidade

fagocitica e recrutamento das células.

Importante relatar que uma subsequente infecgdo causara a mesma cascata

de eventos, similar na cinética e intensidade (Moser et Leo, 2010).

2.2.2 Monécitos

O sistema fagocitico mononuclear consiste de mondécitos circulantes no
sangue e de macréfagos nos tecidos. Durante a hematopoiese na médula
Ossea, as células progenitoras dos mondcitos e granulécitos se diferenciam
em pré-mondcitos que deixam a medula éssea e entram na circulagao
sanguinea onde amadurecem. O tempo em que circulam no sangue € de
apenas 8 horas, quando entdo, aumentam de tamanho e migram para os
tecidos, diferenciando-se em macrofagos teciduais especificos (Geissmann et
alii, 2010).
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O processo de diferenciagdo do mondcito em macréfago envolve a
modificacdo da estrutura celular. Os mondécitos tornam-se cinco a dez vezes
maiores, as organelas intracelulares aumentam em tamanho e numero,
produzem niveis de elevados de enzimas hidroliticas, e iniciam a secrecao de

de varios fatores soluveis (Geissmann et alii, 2010).

2.2.3 Citocinas

As interagdes entre as células sdo mediadas por proteinas designadas
citocinas (cytos: célula; kinein: mover-se). As citocinas sao proteinas ou
glicoproteinas de baixo peso molecular secretadas pelas células,
principalmente células do sistema imune, em resposta a inumeros estimulos
(Abbas et Lichtman, 2007).

As citocinas séo referidas com interleucinas para designar a sua produgao
por leucécitos e agem sobre diversas células. Algumas citocinas sao
denominadas por nomes consagrados, como fator de necrose tumoral e
interferon. H4 um subgrupo de citocinas chamadas quimiocinas que tém uma

funcao principal de quimiotaxia (Gongalves et alii, 2007).

As citocinas ligam-se a receptores especificos de membrana nas células-
alvos, desencadeando uma via de transducao de sinais que leva a alteracao
de expressao génica, causando estimulagdo ou inibicdo da ativacao,

proliferacédo ou diferenciagao, secrecado de anticorpos ou de outras citocinas.

As citocinas possuem caracteristicas de pleotropia (certa citocina apresenta
efeitos bioldgicos diferentes em diferentes células-alvo); redundéancia (duas
ou mais citocinas apresentam o mesmo efeito); sinergia (duas ou mais
citocinas juntas aumentam a intensidade do efeito); antagonismo (duas
citocinas apresentam efeitos contrarios na célula-alvo); inducéo de cascata (a
citocina promove a producdo de uma ou mais citocinas para induzir novas
células) (Abbas et Lichtman, 2007).

43



Reviséo da Literatura

Os efeitos das citocinas apenas se tornam eficazes se ligadas em receptores
especificos para cada citocina. Os receptores das citocinas ativados sao

responsaveis por iniciarem a sinalizagao.

2.2.3.1 Fator de Necrose Tumoral-a

Isolado em 1984, a substancia até entdo desconhecida foi nomeado como
fator de necrose turmoral, apds reconhecer sua capacidade de regredir
massas tumorais infectadas por bactérias. A letra grega alfa o diferencia de
outra substancia da mesma familia, o Fator de Necrose Tumoral (Tumor
Necrosis Factor - TNF) beta, conhecido também como linfotoxina (LT) alfa, o
qual também fazem parte a linfotoxina beta, CD40L e Fas Ligand (MacEwan,
2002).

As principais fontes produtoras de TNF-a sdo os fagécitos mononucleares
ativados, células T estimuladas por antigenos, células NK (Natural Killer) e
mastocitos. O estimulo para sua producio € a interacdo de um receptor do
tipo toll de um macréfago com o lipopolissacarideo (LPS) de um patégeno. O
Interferon (IFN) gama produzido pelas células T e NK aumentam a sintese de

TNF-a por macréfagos estimulados por LPS (Grivennikov et Karin, 2011).

A principal funcédo fisiolégica do TNF-a é estimular o recrutamento de
neutrofilos e mondcitos para locais de infeccdo e ativar essas células para
erradicar microrganismos. Outras fungdes: induzir as células do endotélio
vascular expressarem moléculas de adesao para os leucdcitos, inicialmente
para neutréfilos, e, em seguida mondcitos e linfocitos; estimular macrofagos a
secretarem quimiocinas, induzindo a quimiotaxia de leucécitos e o
recrutamento; estimular os fagécitos mononucleares a produzirem IL-1, que
agem sinergicamente com TNF-a; estimular as atividades microbicidas dos

neutréfilos e macréfagos (Grivennikov et Karin, 2011).

Em infecgbes graves o TNF-a é produzido em grandes quantidades e causa

anormalidades clinicas: age no hipotalamo induzindo febre; age no figado
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aumentando a sintese de proteinas de fase aguda, proteina amiléide A e
fibrinogénio; age nos tecidos musculares e adiposos, causando caquexia, por
suprimir o apetite e reduzir a produgdo da lipoproteina lipase, enzima
necessaria para liberar acidos graxos de lipoproteinas circulantes para serem
usados pelos tecidos; reduz a contratilidade do miocardio e do ténus da
musculatura lisa dos vasos; causa trombose intravascular, pela perda das
propriedades anticoagulantes normais do endotélio; queda das
concentragdes de glicose, devido ao aumento da utilizagdo da glicose pela

musculatura e a redugao da reposi¢ao pelo figado (Abbas et Lichtman, 2007).

2.2.3.2 Interleucina 12

A IL-12 é o principal mediador da resposta imune inata inicial a
microrganismos intracelulares e é um indutor essencial da imunidade
mediada por células, a imunidade adquirida. Ela diferencia células T CD4" em
células T auxiliares tipo 1 e estimula a producédo de IFN-y pelas células T e
NK. Sendo uma citocina derivada de mondcitos, providencia uma ligagao

entre as respostas imunes inatas e adquiridas (Yilmaz et alii, 2005).

A IL-12 existe como heterodimero ligado por pontes dissulfeto entre as
subunidades p35 e p40 que sao codificadas em diferentes cromossomas, 3 e
5, respectivamente. Varios tipos celulares produzem a p35, mas apenas as
células fagociticas e dendriticas produzem a p40. A atividade bioldgica da IL-
12 é conseguida apenas com essas duas subunidades ligadas (Trinchieri et
Gerosa, 1996; Yilmaz et alii, 2005).

As principais fontes produtoras de IL-12 sdo as células dendriticas e os
macrofagos. Durante as reagdes da imunidade inata aos microrganismos, a
IL-12 é produzida em resposta a sinalizagao pelo TLR. As células T auxiliares
também induzem a produgdo da citocina pelos macrofagos e células
dendriticas, estimuladas pelos antigenos, mediante a ligagdo entre CD40L e
CDA40. O IFN-y, produzido pelas NK e células T, também induz a producao de
IL-12.
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Os efeitos bioldgicos séo: estimular a produgao de IFN-y pelas células NK e
linfécitos T; em sinergismo com IFN-y, estimular a diferenciagao de linfécitos
T auxiliares CD4" em células Th1 produtoras de IFN-y; acentuar as funcoes
citotoxicas de células NK ativadas e linfocitos T citotoxicos (Citolytic T
Lymphocyte - CTL) CD8".

2.2.3.3 Interleucina 6

A IL-6 é uma citocina atuante na imunidade inata e adquirida, tém funcéao
pleiotropica, atuando em varias células, tanto leucocitarias quanto nao
leucocitarias. E sintetizada por células mononucleares (mondcitos e
macrofagos), células endoteliais, fibroblastos e linfécitos T ativados, em
respostas a patdgenos e outras citocinas como IL-18 e TNF-a (Heinrich et
alii, 1990).

A IL-6, por sua acao pleiotropica, atua de varias formas e em diferentes tipos
celulares, como por exemplo: estimulando a sintese de proteinas de fase
aguda pelos hepatdcitos; estimulando a produgcdo de neutdfilos do
progenitores da medula dssea; estimulando o crescimento de linfécitos B que
se diferenciam em produtores de linfécitos B; atuando similarmente como
fator de crescimento para plasmocitos neoplasicos, promovendo o
crescimento de hibridomas produtores de anticorpos monoclonais, 0os quais
sao derivados de mielomas; promovendo reagdes imunes mediadas por
células ao estimular a produgdo de algumas citocinas pré-inflamatérias e ao

inibir a geracao e agdes de linfécitos T reguladores (Kishimoto, 2010).

2.2.3.4 Interleucina 10
A IL-10 é produzida por varios subtipos de linfécitos como: Th1, Th2, Tr1 e

Th17; e por mondcitos, macrofagos ativados e algumas células dendriticas
(Opal et alii, 1998; Mosser et Zhang, 2008).
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A sinalizagao da IL-10 inicia-se pela ligagdo com um complexo de 2
receptores, IL-10R1 e IL-10R2. A ligagdo da IL-10 com IL-10R1 é de alta
afinidade e a interagdo seguida com IL-10R2 permite iniciar o sinal de
transducdo sendo, portanto, um receptor heterodimero (Mosser et Zhang,
2008).

Exerce efeitos regulatérios negativos em varios genes de citocinas
inflamatdrias como: IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a e quimiocinas do grupo CC e
CXC (Mosser et Zhang, 2008).

A principal fungdo biolégica €& exercida nas células dendriticas e nos
macrofagos, sendo um potente inibidor da apresentacéo de antigenos. Inibe
a expressao de HLA-DR e a hiperregulacédo de moléculas coestimuladoras
CD80 e CD86. Inibe a diferenciacdo em DC (Dendritic Cell - Células
Dendriticas) de precursores mondécitos e também a maturagdo das DC
(Mosser et Zhang, 2008).

2.2.4 Interagao do Hospedeiro e Parasito

A interacao entre parasito e hospedeiro dependem de fatores relacionados
aos dois. Foi demonstrado que diferentes cepas do parasito sdo capazes de
causarem graus diferenciados de viruléncia em camundongos e ha a
possibilidade de ocorrer diferengas na severidade da doenca ocular. Do outro
lado, temos provado que alteracbes do sistema imune do hospedeiro
permitem a reativacao da infeccao latente dos cistos teciduais, principalmente

no encéfalo e retina (Maubon et alii, 2008) (Figura 2).
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Figura 2: Relagao entre parasita e hospedeiro. (A) Equilibrio entre parasita e hospedeiro. (B)
Desequilibrio entre a resposta imune do hospedeiro e as caracteristicas do parasito,
resultando na morte ou do hospedeiro ou do parasito.

Fonte: Maubon et alii, 2008.

2.2.5 Resposta Imune na Toxoplasmose

O parasitismo intracelular do T. gondii e as varias formas evolutivas do seu

ciclo de vida faz com que a resposta do sistema imune torne-se complexa,

envolvendo as células do sistema inato e adquirido.
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Dado o modelo complexo que é a infeccdo pelo T. gondii, para melhor
compreendermos como se da a resposta imune na toxoplasmose, vamos
subdividir este item em: controle imune da infec¢gado aguda; controle imune da

infecgao crénica; resposta imune na retinocoroidite toxoplasmica.

2.2.5.1 Controle Imune na Infec¢do Aguda

O controle da infecgdo aguda em camundongos é mediada pelo produgao de

IFN-y pela células NK induzida pela IL-12 (Gazzinelli et alii, 1992).

As células dendriticas sdo as primeiras a produzirem IL-12 no bago em
resposta ao antigeno soluvel de taquizoitos (Soluble Tachyzoite Antigen -
STAg), sem a necessidade de serem previamente expostos ao IFN-y ou
sinalizados pela células T (Reis e Sousa et alii, 1997). Os macrofagos e
neutrofilos também s&o uma fonte de IL-12, além da producgao de IFN-y pelos

primeiros e TNF-a pelos ultimos (Miller et alii, 2009).

A importancia da producao do eixo IL-12 - IFN-y deve-se ao fato delas serem
responsaveis pelo controle imune da infecgdo estimulando fatores
microbicidas intracelulares, como a ativacdo da via do Oxido Nitrico (NO)
(Wallace et Stanford, 2008), indugdo da indoleamina 2,3-dioxigenase que
degrada o triptofano, necessario para o crescimento do parasita, e sendo
uma ponte de ligagcdo com o sistema imune adaptativo ao ativarem os
linfécitos T (Wallace et Stanford, 2008).

2.2.5.2 Controle Imune na Infec¢ao Crénica

Durante a infecgéo crénica, os linfocitos T, CD4" e CD8", tém um importante
papel no controle crénico da toxoplasmose. A deplecao dos dois subtipos sao

necessarios para a reativagao da doencga (Gazzinelli et alii, 1992).

Nos camundongos, os linfocitos CD4" sdo subdivididos em linfocitos Th1 e

Th2. Os linfocitos Th1 sao produtores das citocinas IL-12 e IFN-y, enquanto
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os linfécitos Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. A resisténcia esta
relacionada com a resposta promovida pela produgao de IL-12 e IFN-y pelos
subtipos Th1 (Yap et alii, 2000).

Os linfocitos CD8" demonstraram serem essenciais durante a fase ativa da
infeccdo pelo T. gondii, tanto em camundongos quanto em seres humanos
(Gazzinelli et alii, 1991). A atividade é exercida ao serem estimulados pela IL-
2 secretados pelo CD4", exercendo atividade citolitica contra os taquizoitos e

as células infectadas pelo parasito (Gazzinelli et alii, 1996).

2.2.5.3 Resposta Imune na Retinocoroidite Presumidamente Toxoplasmica

O papel das citocinas na retinocoroidite toxoplasmica tem sido estudado em
modelos animais, nos quais tem sido proposto que citocinas apresentam um
importante papel no controle da doenga. Camundongos infectados pelo T.
gondii desenvolveram inflamagao ocular focal e envolvimento do epitélio
pigmentar da retina. O tratamento desses animais com anti-IFN-y ou anti-
TNF-a resultou em um aumento das lesbes oculares, associadas
principalmente com os taquizoitas (Gazzinelli et alii, 1994). Outro estudo
demonstrou, no entanto, que a estimulacédo de endotélio vascular retiniano de
camundongos infectados com IFN-y, TNF-a e IL-1f inibiu o crescimento do
parasita dentro destas células (Brunton et alii, 2000). Esses resultados
sugerem que IFN-y e TNF-a sao elementos cruciais no controle do
crescimento parasitario e estdo diretamente associado ao desenvolvimento

das lesdes oculares.

IFN-y € um importante mediador inflamatdrio com atividades antitoxoplasma.
Foram usados camundongos com deficiéncia da produgdo desta citocina
como modelo de hospedeiro imunocomprometido. Uma maior carga
parasitaria foi observada na retina, cordide e nervo 6ptico dos camundongos
com essa deficiéncia. Taquizoitos foram observados nos imunodeficientes e

bradizoitos nos animais selvagens. A angiofluoresceinografia demonstrou
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vazamento nos capilares retinianos dos hospedeiros imunodeficientes
(Norose et alii, 2003).

A IL-10 é uma citocina com importante propriedade anti-inflamatéria e
imunossupressora. Para entender o papel da IL-10 na retinocoroidite
toxoplasmica foram comparados camundongos com deficiéncia funcional do
gene desta interleucina e camundongos controles selvagens (sem qualquer
deficiéncia) apos injecao intraperitoneal do parasita. Aumento da infiltracdo
celular e necrose foram observados no tecido ocular dos hospedeiros

imunodeficientes em relagéo aos controles (Lu et alii, 2003).

Foi investigado também o papel da IL-6 em olhos de camundongos
infectados pelo parasita, comparando a progressdo da doengca e o
desenvolvimento da resposta imune local em camundongos selvagens e em
camundongos com deficiéncia da producdo dessa interleucina. Os hos-
pedeiros imunodeficientes desenvolveram uma inflamagdo mais grave da
retina, vitreo e Uvea associada com o aumento do numero de parasitas
(Lyons et alii, 2001).

Realizou-se um estudo para avaliar a produgao de citocinas pelas células
mononucleares do sangue periférico, em resposta ao antigeno do T. gondii
em pacientes brasileiros. Os individuos foram divididos em quatro grupos:
com toxoplasmose ocular congénita, com toxoplasmose ocular adquirida,
soropositivos e soronegativos. Pacientes com diagndstico de toxoplasmose
ocular adquirida apresentaram maiores niveis de IL-1 do que individuos
assintomaticos. Por outro lado, individuos assintomaticos secretaram
significativamente mais IL-12 e IFN-y do que os individuos com toxoplasmose
ocular adquirida. Esses dados sugerem que a resisténcia ao desenvolvimento
de lesdes oculares esta associada com a habilidade de produzir IL-12 e IFN-
Y, € que a susceptibilidade a ocorréncia de lesbes esta possivelmente
relacionada com uma maior producdao de IL-1. Ja& os pacientes com
toxoplasmose ocular congénita secretaram significativamente menos IL-12 e
IFN-y em resposta ao antigeno parasitario do que os pacientes com a doencga

adquirida. A resposta diminuida ao antigeno pelas células T dos individuos
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com toxoplasmose ocular congénita sugere que as células T especificas para
o T. gondii podem ter sido destruidas ou “anergizadas” pela exposicao ao

antigeno do parasita no periodo pré-natal (Yamamoto et alii, 2000).

Um estudo francés também avaliou a producédo de IFN-y, IL-10 e IL-4 por
células mononucleares do sangue periférico, apds cultura, expostas ao
antigeno do T. gondii. Essas células foram coletadas de individuos
portadores de toxoplasmose ocular congénita, adquirida ou indeterminada,
individuos com sorologia positiva, mas sem lesao ocular e individuos com
sorologia negativa. Nao foi encontrada diferenga significativa na producéao
dessas citocinas entre os individuos. Sugere-se que o achado contrario ao
estudo anterior, Yamamoto et alii, 2000, se deva a diferengas em alguns
fatores, como tempo de cultura das células sanguineas, carga parasitaria na

cultura e carga parasitaria na infecgao congenital (Fatoohi et alii, 2006).

Cultura de células do epitélio pigmentar da retina de humanos foi utilizada
para investigar a resposta celular primaria das células retinianas a replicagcao
intracelular do T. gondii, através da medida dos niveis secretados de IL-1, IL-
6, fator estimulador de colénias de granulécito-macréfago (GM-CSF) e
molécula de adeséao intercelular-1 (ICAM-1). Os niveis dessas moléculas
aumentaram progressivamente com o tempo e em correlagdo com o numero
de células infectadas, assim como com a concentracdo intracelular do
parasita, sugerindo um papel imunorregulatério dessas moléculas no

processo fisiopatolégico da toxoplasmose ocular (Nagineni et alii, 2000).

Os resultados desses estudos demonstram a importancia das citocinas na
modulagdo da resposta imune na toxoplasmose ocular e sugere que a
deficiéncia na producdo de determinadas citocinas pode acarretar um
aumento das lesdes oculares, associado a um maior numero de parasitas
(Cordeiro et alii, 2010).
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Objetivos do Estudo

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a express&o imunofenotipica nos mondcitos CD14" de citocinas TNF-
a, IL-12, IL-6, e IL-10 nos pacientes com retinocoroidite presumidamente

toxoplasmica (RPT) ativa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a expressdo imunofenotipica dos mondcitos CD14" nos pacientes
com RPT ativa, antes e apds a estimulagdo com antigenos de taquizoitos

soluveis e compara-los com os controles.

2) Investigar a associagao entre a expressdo das citocinas nos mondcitos

CD14" com as caracteristicas clinicas.
3) Investigar a associagao entre a expressado das citocinas nos mondcitos

CD14" com as caracteristicas da angiografia por fluoresceina saddica,

angiografia por indocianina verde e tomografia de coeréncia Optica espectral.
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Pacientes e Métodos

4.1 DESENHO DO ESTUDO

O trabalho utilizou-se de dois delineamentos de estudos: transversal e

experimental.

O estudo clinico transversal consistiu na avaliagdo e coleta dos dados
clinicos em dois momentos distintos, antes e apds o tratamento especifico
para toxoplasmose ocular. Os pacientes com RPT ativa eram submetidos ao
exame clinico e oftalmolégico. Mensurava-se a acuidade visual corrigida,
obtinha-se a retinografia, e realizava-se os exames de angiografia com

fluoresceina sddica, angiografia por indocianina verde e sOCT.

Os grupos controles eram submetidos apenas ao exame clinico e
oftalmolégico em um Unico momento para descartamos quaisquer

anormalidades fisicas e alteracdes oculares.

O estudo experimental foi realizado no Laboratério de Biologia das Interagdes
Celulares do Instituto de Ciéncias Biologicas e consistiu na avaliagdo das
amostras do sangue periférico dos pacientes com retinocoroidite
presumidamente toxoplasmica ativa e dos individuos controles para analisar
as citocinas TNF-a, IL-12, IL-6 e IL-10 em mondcitos CD14". Avaliando-se o
comportamento da expressao das citocinas em dois meios diferentes, sem e
com estimulo pelo antigeno soluvel do taquizoito (Soluble Tachyzoite Antigen
- STAQ).

4.2 PACIENTES E METODOS

4.2.1 Pacientes

Os pacientes foram selecionados do servico de Uveites do Hospital Sao

Geraldo - anexo do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de
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Minas Gerais (UFMG). Vinte (20) pacientes participaram do estudo, como
grupo Retinocoroidite Presumidamente Toxoplasmica Ativa (RCT), e dezoito
(18) individuos participaram como controles, subdivididos em grupo Controle
Negativo (CT-) (sorologia IgG negativa pelo método ELISA para T. gondii -
sem lesao ocular) e grupo Controle Positivo (CT+) (sorologia IgG positiva
pelo método ELISA para T. gondii - sem les&o ocular), possuindo 9 individuos
cada grupo. O estudo foi aprovado pelo Comité em Etica e Pesquisa (COEP)
pela UFMG e todos os individuos participantes foram aceitos apos leitura,
concordéancia e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

Os critérios de inclusao para o grupo RCT foram:

a- idade maior que 18 anos;

b- auséncia de doencas sistémicas prévias ou concomitantes a uveite
posterior por toxoplasmose, inclusive HIV;

c- ndo uso de medicamentos durante a uveite posterior presumidamente por
toxoplasmose - exce¢ao para o uso de anticoncepcional oral;

d- diagnéstico clinico e soroldgico de uveite por toxoplasmose;

e- doenca ocular ativa, iniciado ha menos de 10 dias e sem tratamento;

f- presenca de cicatriz retinocoroidiana no mesmo olho ou no olho
contralateral a lesao ativa;

g- seguimento dos cuidados e tratamento adequado.

Os critérios para inclusao do grupo CT-:

a- idade maior que 18 anos;

b- auséncia de doencas sistémicas prévias ou atuais, inclusive HIV;

C- nao uso de medicamentos - excec¢ao para o uso de anticoncepcional oral;
d- auséncia de doenca ocular e cicatriz retinocoroidiana;

e- sorologias para toxoplasmose negativas (IgG e IgM negativos).

Os critérios para inclusao do grupo CT+:
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a- idade maior que 18 anos;

b- auséncia de doencas sistémicas prévias ou atuais;

C- nao uso de medicamentos - excec¢ao para o uso de anticoncepcional oral;
d- auséncia de doenca ocular e cicatriz retinocoroidiana;

e- sorologia para toxoplasmose positiva (IgG positivo).

Todos os pacientes com uveite posterior secundaria a toxoplasmose foram
acompanhados durante o periodo de doencga ativa num intervalo quinzenal ou
menor de acordo com as necessidades de suas reavaliagdes. O tratamento
utilizado foi o preconizado pelo servico de Uveites do Hospital Sdo Geraldo -

HC/UFMG (protocolo Prof. Dr. Fernando Oréfice) que consiste em (Anexo A):

a- sulfadiazina 4 gramas diarias, divididas em 4 doses, durante 42 dias;

b- pirimetamina 25 mg - dose de ataque de 75 mg no primeiro dia, 50 mg nos
segundo e terceiro dias e 25 mg diario durante 39 dias;

c- prednisona 0,5 mg/kg/dia - dose diaria unica pela manha, com redugao de
5 mg a cada 6 dias, iniciado 1 dias apés sulfadiazina e pirimetamina;

d- acido folinico 15 mg - 3 vezes por semana, durante 42 dias.

4.2.2 Exame Oftalmolégico

O grupo RCT e os grupos controles, CT- e CT+, foram submetidos a
avaliagao oftalmoldgica que incluiu: medida da acuidade visual corrigida em
LogMAR (Logaritmo do Minimo Angulo de Resolucdo); medida da pressdo
ocular pela tonometria de aplanagao; biomicroscopia do segmento anterior;

biomicroscopia do segmento posterior; oftalmoscopia binocular indireta.

A acuidade visual foi mensurada utilizando-se a tabela ETDRS a 4 metros,

utilizando-se a medida por LogMAR.

Durante o exame biomicroscopico foi avaliada a intensidade da reacdo da
camara anterior (RCA), haze vitreo e o tamanho da lesédo de retinocoroidite

ativa de acordo com o didmetro do disco éptico (DD).
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A atividade da lesdo ocular foi definida por suas caracteristicas: lesdo com
margens indefinidas, coloragdo branco-amarelada, aspecto algodonoso,

presenca de edema perilesional.

A intensidade da RCA foi estimada de acordo com a classificacdo
internacional proposta pelo Standartization of Uveitis Nomenclature (The
SUN, 2005).

A intensidade das opacidades do corpo vitreo foi classificada da seguinte

forma (Kimura et alii,1959):

0 = nenhuma opacidade;

+ = poucas opacidades; nitida observacao do fundo ocular;

++ = poucas opacidades; leve borramento visual dos detalhes do fundo
ocular;

+++ = muitas opacidades; marcada dificuldade de visualizagado dos detalhes
do fundo ocular, mas ainda permitindo distingao das estruturas oculares;

++++ = opacidades densas que impedem a observacao do fundo ocular.

A localizagédo da lesao era definida da seguinte forma (Holland et alii, 1989)
(Figura 3):

Figura 3: Esquema da retina para localizagdo das lesdes retinocoroidianas.

Fonte: Holland et alii, 1989.
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Zona 1: correspondente a uma area de aproximadamente 3000 um (2 DD) a
partir da fovea (corresponde aproximadamente a area compreendida entre as
grandes arcadas vasculares temporais) ou 1500 um das margens do disco

Optico;

Zona 2: anterior a zona 1 até o equador do globo ocular, que é identificado

pela borda anterior das ampolas das veias vorticosas;

Zona 3: estendendo-se anterior a zona 2 até a ora serrata.

4.2.3 Retinografia

A retinografia foi obtida por meio da fotografia do fundo do olho, com as
pupilas dilatadas, utilizando-se a luz branca com o retinégrafo TRC-50IX®
(Topcon Corporation, Téquio, Japao), antes e apos o tratamento. Adquiridas

as imagens, com recurso do software do aparelho, delimitamos a éarea

correspondente a lesdo ocular ativa, excluindo o edema perilesional (Figura
4).

Figura 4: Retinografia demonstrando a area da lesao retinocoroidiana (linha branca) proxima
a lesao cicatrizada. (A) Antes do tratamento; (B) apds o tratamento.
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4.2.4 Angiografia por Fluoresceina Soédica e por Indocianina Verde

As imagens foram obtidas de acordo com o protocolo da clinica CBCV
(Centro Brasileiro de Ciéncias Visuais), utilizando-se o aparelho HRA + OCT

Spectralis® (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Alemanha).

Os pacientes foram submetidos ao exame de angiografia por fluoresceina
sddica e por indocianina verde, focando a lesdo ativa e toda retina, inclusive

a periferia. Os teste foram feitos antes e depois do tratamento.

Primeiramente injetava-se 01 mL da solugdo de 7,5 mg/mL de indocianina
verde diluido em 09 mL de agua bidestilada, em bolus, na veia periférica do
membro superior direito, seguido de infusdo de soro fisiolégico num volume
de 05 mL, também em bolus. O tempo de duragado de obtencédo das imagens
foi de 30 minutos, iniciando no olho acometido pela lesdo ativa, e

inspecionando-se em seguida o olho contralateral (Figura 5).

Ao fim da fase intermediaria da angiografia pela indocianina verde, iniciava-
se a avaliagao pela angiografia por fluoresceina sédica. Injetava-se 5 ml de
fluoresceina sodica a 10%, em bolus, no mesmo acesso venoso periférico
obtido para a indocianina verde, porém em seringas diferentes, sem haver
mistura das duas solugdes. Iniciava-se a obtengao das imagens com lente de
55 graus, no olho acometido pela lesao ativa e, em seguida, avaliava-se o
olho contralateral. A duragdo da obtencdo das imagens era de

aproximadamente 15 minutos (Figura 6).
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Figura 5: Angiografia por Indocianina Verde. (A) e (B) Antes do tratamento, nas fases
intermediaria e tardia; (C) e (D) apds o tratamento, nas fases intermediaria e tardia. Setas
brancas: lesao retinocoroidiana; setas negras: infiltrados coroidianos.
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Figura 6: Angiografia por Fluoresceina Sdédica. (A) e (B) Antes do tratamento, nas fases
intermediaria e tardia; (C) e (D) apds o tratamento, nas fases intermediaria e tardia. Setas
brancas: leséo retinocoroidiana; setas negras: flebite.

4.2.5 Tomografia de Coeréncia Optica
Utilizou-se o aparelhno HRA + OCT Spectralis® (Heidelberg Engineering,

Heidelberg, Alemanha), com o protocolo de aquisi¢gdo das imagens incluindo

scans horizontais das areas da lesao ativa e da macula.
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Os pacientes foram submetidos ao exame de imagem pelo sOCT ao serem
diagnosticados com toxoplasmose ocular ativa, antes do inicio do tratamento,

e apo6s o término do tratamento (Figura 7).

Nas imagens obtidas, analisaram-se a maior altura da lesdo e o maior
tamanho linear da lesao (smudge). Avaliado pelo expert em retina, Prof. Dr.

Rogério Alves Costa.

Figura 7: Tomografia de Coeréncia Optica mensurando-se a altura e o smudge da leséo
retinocoroidiana presumidamente toxoplasmica. (A) Antes do tratamento; (B) apdés o
tratamento. Linha vertical vermelha: maior extensdo em altura; linha horizontal amarela:
maior extensao longitudinal (smudge).

4.2.6 Imunofenotipagem dos Monécitos CD14"
Todo material utilizado na coleta era estéril, coletado no servico de Uveites

do Hospital Sao Geraldo - HC/UFMG, e condicionados em caixa de isopor a

temperatura ambiente.
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O procedimento para obtencdo das células mononucleares do sangue
periférico (CMSP) foi realizado na capela com fluxo laminar. A amostra
sanguinea era levado ao Laboratério de Biologia das Interagdes Celulares do
Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG, chefiado pela Prof?. Dr?. Walderez

Ornelas Dutra, num periodo inferior a 4 horas.

Foram coletados 20 mL de sangue periférico em tubos tipo a vacuo contendo
heparina sdédica e a essa amostra foram acrescidos solugdo fisiologica
contendo fosfato (PBS) no mesmo volume que o do sangue a ser analisado.
O sangue acrescido de PBS foi entao vertido lentamente sob o Ficoll-Paque®
(GE Healthcare, Nova Jersey, EUA) contido em tubos plasticos. O volume de
Ficoll-Paque® é o mesmo que o do sangue original. O tubo com o gradiente
de Ficoll-Paque® foi centrifugado a 1200 rpm, por 40 minutos a temperatura
ambiente (entre 18 e 23 °C).

Apos a centrifugacgao, o plasma era coletado e armazenado. O anel de CMSP
presente na interface do plasma com o Ficoll-Paque® era coletado com o
auxilio de uma pipeta e transferido para outro tubo, onde eram feitas as
lavagens em PBS a 4°C para remogao de residuos de Ficoll-Paque®. Esse
tubo era lavado e centrifugado (1200 rpm, por 10 minutos a 4°C) por duas
vezes. Apos a segunda centrifugacdo, o sobrenadante era descartado e o
precipitado celular ressuspendido em meio RPMI-1640 suplementado com
antibiéticos (penicilina 200 Ul/mL e estreptomicina 0.1 mg/mL), 1 mM de L-
glutamina e 10% de soro humano inativado AB Rh", na concentragéo final de
1x10” células por mL. A viabilidade celular era avaliada pelo corante intravital
azul de Tripan (diluicdo das células em corante 1:20 v/v) seguido da

contagem em camara de Neubauer.

Apds contagem, as CMSP eram colocadas em cultura na presenga de
antigeno soluvel de taquizoitos de Toxoplasma gondii (STAg), preparados
conforme o trabalho executado por Gazzinelli et alii, 1991 (Gazzinelli et alii,
1991).
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As amostras eram incubadas por 20 horas em estufa umidificada contendo
5% de CO;, a 37°C. Nas ultimas 4 horas, adicionava-se brefeldina A (1 ug/ml),
necessaria para assegurar a retengao da citocina intracelular, uma vez que
essa substancia as mantém no interior do complexo de Golgi (Klausner et alii,
1992). Transcorrido as 4 horas apés as 16 horas de incubacéo, iniciava-se o
protocolo de marcagdo de antigenos de superficie celular e citocinas

intracelulares.

4.2.6.1 Marcacgao de Superficie e Intracelular

As CMSP de pacientes infectados com T. gondii com lesao ocular ativa
(Grupo RCT), bem como de individuos infectados sem a lesdo ativa (Grupo
CT+) e os individuos nao infectados (Grupo CT-) foram avaliados em
diferentes situacdes de cultura: CMSP mantidas em cultura contendo apenas
meio RPMI completo (Meio) e cultura contento meio RPMI completo

acrescido de STAg.

Transcorrido o tempo de cultura, as células (aproximadamente 2 x 10°
CMSP) foram incubadas na presenga de anticorpos monoclonais (mAb)
conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e ficoeritrina (PE) por 20
minutos a 4°C para a marcag¢ao das moléculas de superficie CD14 presente
nos mondcitos, bem como para os controles de isotipo. Apds marcacao, as
amostras foram lavadas com PBS e fixadas com 200 uL de PBS com 2% de

formaldeido.

Apods fixagao, as células foram permeabilizadas com solugdo de saponina e
incubadas com mAb conjugados com PE para as citocinas presente no
ambiente intracelular TNF-a, IL-12, IL-6 e IL-10 por 30 minutos a 4°C. As
células eram lavadas, fixadas e adquiridas utilizando o citdbmetro de fluxo
FACSCan® (Becton, Dickinson and Company, Califérnia, EUA). Os dados
obtidos eram analisados considerando o padrdo de citocinas

intracitoplasmaticas e seus marcadores de superficie, utilizando o programa
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CellQuest Pro Software® (Becton, Dickinson and Company, Califérnia, EUA)
e FlowJo 7.6.5® (Tree Star Incorporation, Oregon, EUA).

A avaliacado do perfil celular foi realizado em cada amostra, considerando os
parametros de tamanho e granulosidade das células. Para a aquisicao,
armazenamento e analise dos dados referentes a resposta celular foi
empregado o citbmetro de fluxo FACSCan®, equipado com sistema de

computador contendo o software CellQuest Pro Software®.

As populagdes de mondcitos foram selecionadas em graficos de tamanho
versus granulosidade. A identificacdo da populagéo celular de interesse foi
confirmada através dos graficos de intensidades de fluorescéncia, tendo

como marcador constitutivo a molécula de superficie CD14.

4.2.6.2 Estratégia de analise

Esse tipo de analise consistiu na selegcao da populagao celular de interesse
baseada em aspectos morfométricos, através de graficos de distribuicao
pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). Apds a selegao da
regiao de interesse (R1), o percentual de subpopulagdes celulares
fluorescentes, dentro da populagdo selecionada, foi obtido em graficos
bidimensionais de distribuicdo pontual de fluorescéncia, incluindo as

modalidades FL1 versus FL2 e histogramas de FL2 (Figura 8 e 9).
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Figura 8: Estratégia de analise para quantificar o percentual de células CD14" que
expressaram as citocinas TNF-a, IL-10, IL-6 e IL-12 nas CMSP no Meio.

Selecdo da populagdo CD14" total para os mondcitos provenientes de CMSP, com selecdo
da regido R1 (A), seguido de posicionamento dos quadrantes () e determinagdo do
percentual de frequéncia das células duplo positivas com posicionamento de M1 em graficos
de histogramas construidos a partir da regido R1(ll).

68



Pacientes e Métodos

A Estimulo STAg

008

T T
0 AN B0 800 00D
S FSC-Height

CT- CT+ Paciente

, , ' |
4 e IR,
|_|'_ # | » 50 | ﬁ IR
= | b L Ly
= -— —- ) S E— » CE — -

——— = -
8 £ ﬂ*‘ | _c*-ﬂ ll.
. - -
(o) 'ﬁ |I' 3]? i 1'& If ..
1 I' = () ll.l
=l —_— —I‘._ R I ) I L £ N |
r 1 '" - I t - I_
N i i
< | e | - o0
= L ! = s {

CD14* CD14* CD14*

Figura 9: Estratégia de andlise para quantificar o percentual de células CD14" que
expressaram as citocinas TNF-a, IL-10, IL-6 e IL-12 nas CMSP com Estimulo pelo STAg.
Selecdo da populagdo CD14" total para os mondcitos provenientes de CMSP, com selecéo
da regido R1 (A), seguido de posicionamento dos quadrantes () e determinagdo do
percentual de frequéncia das células duplo positivas com posicionamento de M1 em graficos
de histogramas construidos a partir da regido R2(ll).
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4.2.7 Analise Estatistica

As analise estatisticas foram realizadas com o auxilio do software GraphPad
Prism 4.0® (Sao Diego, EUA) e JMP 5.0.5® (Carolina do Norte, EUA). Os
calculos foram realizados definindo-se os dados como do tipo néo-
parameérico, pareados, utilizando-se o Teste de Wilcoxon. Para avaliacdo de
3 grupos independentes utilizou-se do Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
teste de comparacdes multiplas de Dunn, quando verificava-se diferenca
entre os grupos. Os testes de hipéteses foram avaliados considerando-se um

nivel de significancia menor ou igual a 0,05.

4.2.8 Calculo do Tamanho Amostral

Utilizamos o programa G*Power 3.1® (Dusseldorf, Alemanha) para o célculo
do tamanho amostral. O tamanho amostral foi inicialmente definido de acordo
com a conveniéncia e a disponibilidade dos pacientes com retinocoroidite
presumidamente toxoplasmica ativa em participarem do estudo e da
quantidade de material disponivel para a realizagcao das analises laboratoriais
(anticorpos) e dos exames complementares (flouresceina sodica e

indocianina verde).

Apds o grupo RCT ter sido constituido por 20 individuos, aplicou-se a analise
da magnitude de efeito, de acordo com as médias de desvios padrdes de
cada subgrupo, considerando-se cada citocina analisada, TNF-a, IL-12, IL-6
e IL-10, para o teste ndo-paramétrico com grupos pareados, definindo-se o
nivel de significancia de 0,05 e poder de 0,95. Obteve-se para cada citocina
analisada um numero de amostras necessarias, como: para TNF-a, tamanho
amostral (n) de 7, para IL-12, n de 6, para IL-6, n de 4 e para IL-10, n de 4
(Figura 10).
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t tests - Means: Wilcoxon signed-rank test (matched pairs)
Tail(s) = Two, Parent distribution = Normal, « err prob = 0,05, Effect size dz = 2,05264
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Figura 10: Relagdo do tamanho amostral com poder do teste. Analise da porcentagem de
mondcitos CD14" que expressaram a citocina TNF-a obtidos sem e com estimulo pelo STAg.
Poder (1-beta) do estudo, dado o nivel de significancia de 0,05; a magnitude de efeito de
2,05; teste de hipdtese bicaudal; teste de Wilcoxon.

4.2.9 Aspectos Eticos

O projeto foi, inicialmente, aprovado pelo Departamento de Oftalmologia -
Otorrinolaringologia e Fonoaudiologia do Hospital das Clinicas da UFMG. Em
seguida, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG
no dia 20 de setembro de 2010, sob o parecer numero ETIC 0354.0.203.000-
10 (Anexo B), seguida da aprovacgao pelo conselho da minha participagcao

como pesquisador no dia 21 de novembro de 2011 (Anexo C).

Os participantes da pesquisa foram esclarecidos sobre os objetivos do
estudo, a importancia de sua colaboracdo, os possiveis beneficios e a
auséncia de riscos. Exigiu-se, ainda, a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, segundo as diretrizes do COEP - UFMG,
fundamentadas na Declaracdo de Helsinque de 1975, referendada em 2000
(Anexo E).
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5.1 CARACTERISTICAS DOS INDIVIDUOS DOS GRUPOS

O estudo foi constituido por 3 grupos, classificados como: grupo RCT
(evidéncias clinicas e laboratoriais de retinocoroidite presumidamente
toxoplasmica ativa); grupo Controle Negativo (CT-) (sorologia IgG negativa
para T. gondii - sem lesdo ocular); grupo Controle Positivo (CT+) (sorologia

IgG positiva para T. gondii IgG - sem lesao ocular).

O grupo CT- foi composto por 9 individuos, 7 mulheres (77,78%) e 2 homens
(22,22%), com idade média de 31,11 + 6,64 anos. O grupo CT+ foi composto
por 9 individuos, composto por 8 mulheres (88,89%) e 1 homem (11,11%),
com idade média de 29,22 + 4,84 anos. O grupo RCT foi composto por 20
individuos, sendo 11 mulheres (55%) e 9 homens (45%), com idade média de
26,95 + 8,29 anos (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas dos grupos quanto a idade (anos) e género.

Grupos
CT-/n (%) CT+/n (%) RCT/n (%) Valor p
Feminino 7(77,78%) 8 (88,89%) 11 (55%)
Sexo 0,159*
Masculino 2(22,22%) 1(11,11%) 9 (45%)
Média + DP
Idade 31,11+6,64 29,22+4,84  26,95+8,29  0,202*

*Teste Kruskal-Wallis; nivel de significancia de 0,05;
CT-: Grupo Controle Negativo; CT+: Grupo Controle Positivo; RCT: Grupo Retinocoroidite Ativa;
n: tamanho amostral; DP: desvio padréao

Aplicando-se a analise estatistica, teste de Kruskal-Wallis, para comparar a
média de idade entre os trés grupos independentes, observa-se nao haver

diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,20). Avaliou-se
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também a comparagdo entre os sexos dos trés grupos, ndo existindo

diferencga estatisticamente significante (p=0,16) (Tabela 1).

Foi prescrito para os 20 pacientes, pertencentes ao grupo RCT, tratamento
para RCT com sulfadiazina, pirimetamina, prednisona e acido folinico por um
periodo de 42 dias, conforme preconizado pelo servico de Uveites do
Hospital Sdo Geraldo - HC/UFMG (protocolo Prof. Dr. Fernando Oréfice)
(Anexo A). Excegbes ocorreram com paciente numero 2 que nao realizou o
tratamento; pacientes numeros 3 e 4 que necessitaram estender o tratamento
para 60 e 90 dias, respectivamente, pois nao tiveram critérios clinicos e de
imagens de resolugao da retinocoroidite toxoplasmica no periodo de 45 dias;
paciente numero 8 que terminou o tratamento com 35 dias por ter
apresentado intolerdncia a medicagao prescrita; paciente numero 20 que
usou apenas sulfametoxazol/trimetoprima por ter tido intolerancia a

prednisona, pirimetamina e sulfadiazina.

No grupo RCT, os pacientes numeros 2, 3 e 4 (4 realizou apenas a
retinografia) nao retornaram para serem submetidos aos exames
complementares; a paciente numero 20 nao foi possivel realizar os exames
complementares pois a lesdo retinocoroidiana toxoplasmica ativa estava
localizada na extrema periferia; o paciente numero 12 foi submetido aos
exames complementares antes de iniciar o tratamento mas n&o os realizou
apos o tratamento (apenas retinografia) por ter apresentado descolamento
retiniano no olho com lesdao. Foram portanto excluidos das analises clinicas

comparativas.

Os individuos dos grupos CT- e CT+ foram submetidos ao exame
oftalmolégico, ndo evidenciando-se alteragdes oculares. Todos apresentavam
acuidade visual corrigida LogMAR igual a 0, sem ou com uso de lentes

corretivas, e ndo havia lesdes intraoculares, principalmente retinocoroidianas.

Investigados 20 individuos do grupo RCT, 8 (40%) eram a primeira

manifestacdo da retinocoroidite toxoplasmica relatada, apesar de
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apresentarem cicatrizes sugestivas de retinocoroidite toxoplasmica, e 12

(60%) eram recidivas.

5.2 CARACTERISTICAS CLiNICAS DA RETINOCOROIDITE
TOXOPLASMICA ATIVA

5.2.1 Analise Clinica e Biomicroscopica do Grupo RCT

Avaliaram-se 20 olhos com les&o ativa pela retinocoroidite, em 20 individuos,
10 individuos (50%) apresentavam lesdo no OD e 10 individuos (50%) com
lesdo no OE (Tabela 2).

A proporcao da localizagcado da retinocoroidite ativa nos 20 olhos foi: 7 olhos

(35%) com lesao na zona 1; 11 olhos (55%) com les&o na zona 2; olhos 2

(10%) com leséo na zona 3 (Figura 3) (Tabela 2).
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Tabela 2: Caracteristicas do exame biomicroscopico dos 20 pacientes com retinocoroidite
presumidamente toxoplasmica ativa.

Exame Biomicrosdpico n (%)
Olho Direito 10 (50%)
Esquerdo 10 (50%)
RCA* Ausente 8 (40%)
1+ 6 (30%)
2+ 4 (20%)
3+ 2 (10%)
4+ 0
Tipo Satélite 17 (85%)
Focal 2 (10%)
Punctata 1(5%)
Localizagao™* Zona 1 7 (35%)
Zona 2 11 (55%)
Zona 3 2 (10%)
Tamanho <1DD 12 (60%)
1-2DD 7 (35%)
>2DD 1(5%)
Haze vitreo™* 0,5+ 6 (30%)
1+ 5 (25%)
2+ 4 (20%)
3+ 5 (25%)
4+ 0

n: tamanho mostral;DD: didametro de disco 6ptico; RCA: reagdo de camara anterior.

* SUN — Working Group, 2005
** Holland et alii, 1989

*** Kimura et alii, 1959
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A acuidade visual corrigida (AV) foi mensurada em todos os individuos com
RCT, mas realizada a analise estatistica em apenas 16 olhos com lesao
RCT, 3 foram excluidos por apresentarem acuidade visual inferior a 1,3
(numeros 3, 11 e 12), pois a medida da AV pela tabela ETDRS n&o torna-se
precisa em baixas acuidades visuais, € no paciente numero 2 por nao ter
utilizado a medicagdo. A média da acuidade visual em LogMAR antes do
tratamento foi 0,43 + 0,49. Apds o tratamento, a média da acuidade visual foi
0,12 + 0,24. Houve diferenga estatisticamente significativa entre a AV antes e

apos tratamento (p=0,001) (Tabela 3).

Tabela 3: Acuidade visual corrigida (LogMAR) dos pacientes com retinocoroidite
presumidamente toxoplasmica ativa antes e apds o tratamento.

Acuidade Visual

Médiat

n DP Valor p
Pré- 0,43+
tratamento 0,49

16 0,001
Pos- 0,12+
tratamento 0,24

n: tamanho amostral; DP: desvio padrao.

A Figura 11 demonstra a acuidade visual em pontos pareados antes e apds o

tratamento.

Acuidade Visual
1.5+
1.2

% 0.9-
S 0.6

0.3

0.0

' T
AV_AT AV_PT

Figura 11: Representagdo dos valores da Acuidade Visual do grupo com retinocoroidite
toxoplasmica ativa antes e depois do tratamento em pontos pareados de 16 individuos.
Valor p=0,002 (teste Wilcoxon; nivel de significancia de 0,05).
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A proporgédo dos 20 olhos com reagdo da camara anterior (RCA) antes do
tratamento foi: 8 olhos (40%) auséncia de RCA; 6 olhos (30%) com + de
RCA; 4 olhos (20%) com 2+ de RCA; 2 olhos (10%) com 3+ de RCA; nenhum
com 4+ de RCA (Tabela 1).

Apenas 2 olhos (10%) apresentavam precipitados ceraticos em 20 olhos

examinados.

O haze vitreo estava presente em todos os 20 individuos avaliados antes do
tratamento na seguinte proporgdo: 6 olhos (30%) com 0,5+; 5 olhos (25%)
com 1+; 4 olhos (20%) com 2+; 5 olhos (25%) com 3+; nenhum com 4+
(Tabela 1).

Dos 20 olhos examinados do Grupo RCT, o tipo de lesao distribuiu-se na
seguinte proporcéo: 17 olhos (85%) com lesado satélite; 2 olhos (10%) com

les&o focal; 1 olho (5%) com leséo puntata (Tabela 1).

5.2.2 Tamanho da Lesao Retinocoroidiana pela Retinografia

As lesdes retinocoroidianas foram mensuradas antes e apds o tratamento,
utilizando-se a retinografia. Avaliados 17 pacientes, foram excluidos os
pacientes de numeros 2, nao utilizou a medicagao prescrita; 3, nao retornou
para realizar os exames complementares; 20, ndo foi possivel realizar a
retinografia pela localizagdo periférica da lesdo retinocoroidiana

presumidamente toxoplasmica ativa.

O tamanho médio da lesdo em mm?, antes do tratamento foi 5,26 + 3,87
mm?. Apds tratamento foi 3,08 + 3,49 mm?. Houve diferenca estatisticamente
significativa entre as duas fases, antes e apos tratamento (p=0,003) (Tabela
4).
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Tabela 4: Diametro da lesao retinocoroidiana ativa medida pela Retinografia (mmz).

Retinografia

n Média =DP Valor p

Pré-
re 17 5,26 +3,87
tratamento
0,003

Pés-

17 3,08 £3,49
tratamento

n: tamanho amostral; DP: desvio padrao.

5.2.3 Caracteristicas da Lesao Retinocoroidiana Avaliadas pela FA e ICGA

Em 16 pacientes foram avaliadas a propor¢cao da apresentagdo de trés
caracteristicas pela angiografia por fluoresceina sodica e por indocianina

verde: flebite, extravasamento de disco Optico e infiltrados coroidianos.

A flebite esteve presente em 13 olhos (81,25%) dos 16 olhos avaliados, e em
3 olhos (18,75%) estava ausente, antes do tratamento; apds o tratamento, 10
olhos (76,9%) nédo apresentavam vasculite, e 3 olhos (23,1%) persistia o
extravasamento do corante pelos vasos retinianos. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre os dois grupos pareados (p=0,0078)
(Tabela 5).

O extravasamento do disco Optico esteve presente em 14 olhos (87,5%) dos
16 olhos avaliados, e ausente em 2 olhos (22,5%), antes do tratamento. Apds
o tratamento, o extravasamento do disco Optico esteve ausente em 12 olhos
(92,3%), e presente em apenas 1 olho (6,7%). Houve diferenca
estatisticamente significativa entre os dois grupos pareados (p=0,0039)
(Tabelab).

Os infiltrados coroidianos foram avaliados em 15 dos 20 olhos, antes do

tratamento. A alteracao angiografica esteve presente em 10 olhos (56,25%) e
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ausente em 5 olhos (43,75%). A avaliagao da alteragdo apos o tratamento foi
realizado em 12 olhos. Os infiltrados coroidianos estavam ausentes em 11
olhos (91,7%), e presente em apenas 1 olho (8,3%). A diferenca estatistica

era significativa entre os grupos pareados (p=0,0078) (Tabela 5).
Nas trés avaliagdes realizadas com os exames de FA e ICGA, os resultados

nao foram obtidos de 3 pacientes, pois ndo aceitaram fazer exame apoés o

tratamento.
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Tabela 5: Caracteristicas das alteragdes encontradas na Angiografia por Fluoresceinica
Sdédica e Indocianina Verde nos pacientes com retinocoroidite presumidamente toxoplasmica
ativa.

Angiografia por Fluoresceina e Indocianina Verde

Pré- Pos-
tratamento n tratamento n Valor p**
(%) (%)*
presente 13 (81,25%) 3(23,1%)
Flebite 0,0078
ausente 3 (18,75%) 10 (76,9%)
presente 14 (87,5%) 1(6,7%)
Extra?vasa’me.nto 0,0039
do disco éptico
ausente 2(22,5%) 12 (92,3%)
presente 10 (56,25%) 1(8,3%)
Inflltra.dos 0,0078
Coroidianos
ausente 5(43,75%) 11 (91,7%)

n: tamanho amostral; DP: desvio padréao
*perda de seguimento de 3 pacientes;
** Valor p para Teste de Wilcoxon, nivel de significancia de 0,005;

5.2.4 Caracteristicas das Lesdes Retinocoroidianas Avaliadas pelo sOCT

As lesdes foram mensuradas quanto sua maior extensao em altura e maior
extenséo linear (smudge), antes e apds o tratamento, utilizando-se o HRA +
OCT Spectralis®, obtido pela aquisicdo dos scans horizontais da area da

lesao.

A média do smudge da lesdao em um antes do tratamento foi 2166,0 + 853,7

pum. Apés o tratamento foi 844,4 * 692,7 um. Houve diferenca

81



Resultados

estatisticamente significativa (p=0,0078), com tamanho amostral de 12 olhos
(Tabela 6).

A média da maior altura da lesdo mensurado pelo sOCT em pym antes do
tratamento foi de 456,7 £ 122,0 um. Apds o tratamento foi de 246,0 + 57,8
pm. Houve diferenga estatisticamente significante (p=0,001), com tamanho

amostral de 12 olhos (Tabela 6).

Tabela 6: Caracteristicas das alteragdes encontradas na Tomografia de Coeréncia Optica
(MmM) nos pacientes com retinocoroidite ativa.

Tomografia de Coeréncia Optica

n=12 Média =DP Valor p

Pré-tratamento 2166 =853,7

Smudge 0,0078
Pés-tratamento 844,4 £692,7

Pré-tratamento 456,7 =122

Altura 0,001
Pés-tratamento 246 +57,8

n: tamanho amostral; DP: desvio padrao.

O descolamento seroso retiniano pelo sOCT estava presente em 11 olhos
(61%) de 18 pacientes avaliados e ausentes em 7 olhos, antes do tratamento
(39%). Apds o tratamento, ndo havia descolamento seroso retiniano nos 18

olhos (100%) avaliados.
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5.3 AVALIAGAO IMUNOFENOTIPICA DOS MONOCITOS CD14" DO
SANGUE PERIFERICO NOS GRUPOS RCT E CONTROLES

5.3.1 Expressao do TNF-a nos Mondcitos CD14"

A expressdo do TNF-a pelos mondcitos CD14" dos individuos do grupo RCT,
demonstra-se elevada em relagdo aos individuos do grupo CT-, tanto quando
comparados nas condi¢gdes sem e com estimulo pelo STAg. A expressao da
citocina eleva-se ainda mais quando estimulado pelo STAg, com diferenca
significativa, quando comparado com os grupos controles, CT- e CT+ (Figura
12).

CD14* TNF-a

I

OCT-
20 BCT+

15 ERCT

5 =

Meio STAg

% de células

Figura 12: Expressao da citocina TNF-a em mondcitos CD14" dos controles negativos (CT-),
controles positivos (CT+) e pacientes com retinocoroidite presumidamente toxoplasmica ativa
no Meio e apds estimulo com STAg.

Os resultados expressos em médias e desvio padrao, com numero amostral de 8 (CT-), 7
(CT+) e 19 (RCT) individuos; Teste de Kruskal-Wallis. Os parénteses indicam as diferengas
estatisticamente significativas entre as condig¢des. *p< 0,05; **p< 0,01.
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Verificou-se que na presenca de lesio retinocoroidiana ativa, a expressao da
citocina TNF-a esta aumentada quando comparado na auséncia e na
presenca de estimulo pelo STAg (p=0,0002) (Figura13). O mesmo
comportamento ndo € comprovado nos grupos controles, principalmente no
CT- que nao demonstra diferenga estatistica (p=0,219), e apesar dos calculos
estatisticos demonstrarem uma diferenga significativa no CT+ (p=0,016),

essa diferenca estda aquém da observada no grupo RCT (Tabela 7).

CD14" TNF-a - Grupo RCT
65+

60- ————
55+
50+
45=
40+
35+
30+
25= / /
20+ I
15+ —
10-
5+ ——

Meio STAg

% de células

Figura 13: Representacdo em box-plot da porcentagem de mondcitos CD14" que expressam
a citocina TNF-a no Meio e com estimulo pelo STAg no grupo RCT, em 19 individuos
(p=0,0002).

A linha horizontal dentro da caixa representa o percentil 50 (mediana); a linha inferior da
caixa representa o percentil 25 e a linha superior o percentil 75. As linhas finas inferiores
representam o percentil 10 e as superiores o percentil 90.

Teste de Wilcoxon; nivel de significancia de 0,05.

A anadlise descritiva da expressdodo TNF-a nas células mononucleares
CD14" do sangue perifério que expressam a citocina na auséncia e presenca

do estimulo STAg esta representado na Tabela?.
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Tabela 7: Caracterisitcas dos grupos controles e grupo dos pacientes com retinocoroidite
presumidamente toxoplasmica ativa quanto porcentagem de mondcitos CD14" que
expressaram a citocina TNF-a sem (Meio) e com estimulo (STAQ).

TNF-a
n Média+ DP Mediana Valor
* (25%-75%) P
Mei 2,84+1,20 2,50
eto 2L (1,95-3,90)
CT- 8 0,219
STA 4,05+2,38 3,15
& HOES (2,40-6,00)
Mei 4,37+2,12 4,90
eto B4 (2,40-6,30)
CT+ 7 0,016
STA 8,26+3,75 8,70
& EOE3 (4,60-8,70)
Mei 11,93+5,68 10,40
eto 3= (8,00-16,30)
RCT 19 0,0002
STA 27,61+13,22 24,10
€ P (17,10-35,30)

n: tamanho amostral; DP: desvio padréo; (25%-75%): quartis 25 e 75.

5.3.2 Expressao da IL-12 nos Monécitos CD14*

A expressdo de IL-12 pelos mondcitos CD14" nos individuos com lesdo
retinocoroidiana ativa, grupo RCT, demonstra-se elevado em relagdo aos
individuos do grupo CT-, quando analisadas nas condi¢gdes sem e com
estimulo STAg, enquanto a expressao da citocina eleva-se significantemente
quando estimulado pelo STAg, quando comparado com 0s grupos controles,
CT- e CT+ (Figura 14).
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Figura 14: Expressao da citocina IL-12 em monécitos CD14" dos controles negativos (CT-),
controles positivos (CT+) e pacientes com retinocoroidite presumidamente toxoplasmica
(RCT) ativa no Meio e apés estimulo com STAg.

Os resultados expressos em médias e desvio padrao, com numero amostral de 9 (CT-), 7
(CT+), e 20 (RCT) individuos; Teste de Kruskal-Wallis. Os parénteses indicam as diferengas
estatisticamente significativas entre as condi¢des. *p< 0,01; **p< 0,001.

Verificou-se que na presenca de lesao retinocoroidiana ativa, as expressao
da citocina IL-12 é aumentada, quando comparado na auséncia e na
presenca de estimulo pelo T. gondii (p<0,0001) (Figura 15). O mesmo
comportamento ndo € comprovado nos grupos controles, os calculos
estatisticos ndo demonstram diferenga significativa no CT- (p=0,1953), e no
CT+ (p=1,0625) (Tabela 8).
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Figura 15: Representacdo em box-plot da porcentagem de mondcitos CD14" que expressam
a citocina IL-12 no Meio e com estimulo pelo STAg no grupo RCT, em 20 individuos.

A linha horizontal dentro da caixa representa o percentil 50 (mediana); a linha inferior da
caixa representa o percentil 25 e a linha superior o percentil 75. As linhas finas inferiores
representam o percentil 10 e as superiores o percentil 90.

Valor p<0,0001 (teste de Wilcoxon; nivel de significancia de 0,05).

A analise descritiva da producéo de IL-12 nas células mononucleares CD14"
do sangue perifério que expressam a citocina na auséncia e presenga do

estimulo STAg esta representado na Tabela 8.

Tabela 8: Caracterisitcas dos grupos controles e grupo dos pacientes com retinocoroidite
presumidamente toxoplasmica ativa quanto a porcentagem de mondcitos CD14" que
expressaram a citocina IL-12 sem (Meio) e com estimulo (STAQ).

IL-12
n Média+ DP Mediana Valor
* (25%-75%) P
Mei 1,96+0,59 2,20
eto 20=0 (1,40-2,35)
CT- 9 0,1953
STA 2,27+0,59 2,00
g =0 (1,80-2,90)
Meio 5,87+2,31 >,20
I x
’ ’ (5,00-8,80)
CT+ 7 1,0625
STA 5,82+2,39 >80
g LT (4,40-7,50)
Meio 9,69+4,41 8,85
e (6,95-11,45)
RCT 20 <0,0001
STA 20,79+5,34 19,75
€ I2ES (18,05-23,85)

n: tamanho amostral; DP: desvio padréo; (25%-75%): quartis 25 e 75.
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5.3.3 Expresséao da IL-6 nos Mondcitos CD14*

A expressdo da IL-6 nos mondcitos CD14" quando avaliados nas duas
condigdes de cultura celular, auséncia e presenca do estimulo pelo STAg,
nos trés grupos (RCT, CT- e CT+) comportou-se de maneira similar, ndo

havendo diferencga estatisticamente significativa entre os grupos (Figura 16).
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Figura 16: Expressdo da citocina IL-6 em mondcitos CD14" dos controles negativos (CT-),
controles positivos (CT+) e pacientes com retinocoroidite presumidamente toxoplasmica
(RCT) ativa no Meio e apés estimulo com STAg.

Os resultados expressos em médias e desvio padrao, com numero amostral de 9 (CT-), 9
(CT+) e 19 (RCT) individuos; Teste de Kruskal-Wallis. Nao ha diferenga estatisticamente
significante entre as condigdes.

Realizamos também a comparacdo entre os diferentes meios de cultura
celular, auséncia e presenca de estimulo pelo STAg, em cada grupo, e
interessantemente, percebemos que a preseng¢a do estimulo foi capaz de
estimular a expressdo da citcocina IL-6 pelos mondcitos CD14", nos trés
grupos, RCT (p=0,0001), CT- (p=0,0039) e CT+ (p=0,0039) (Figura 17).
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Figura 17: Representacdo em box-plot da porcentagem de mondcitos CD14" que expressam
a citocina IL-6 nos diferentes grupos.

(A) Comparagao entre o Meio e o estimulo pelo STAg no grupo Controle Negativo (CT-), em
9 individuos (p=0,0039); (B) Comparagcao entre o Meio e o estimulo pelo STAg no grupo
Controle Positivo (CT+), em 9 individuos (p=0,0039); (C) Comparagéo entre o Meio e o
estimulo pelo STAg no grupo RCT, em 19 individuos (p=0,0001).

A linha horizontal dentro da caixa representa o percentil 50 (mediana); a linha inferior da
caixa representa o percentil 25 e a linha superior o percentil 75. As linhas finas inferiores
representam o percentil 10 e as superiores o percentil 90.

Teste de Wilcoxon; nivel de significancia de 0,05.

A analise descritiva da IL-6 nas células mononucleares CD14" do sangue
perifério que expressam a citocina na auséncia e presenga do estimulo STAg

esta representado na Tabela 9.

Tabela 9: Caracterisitcas dos grupos controles e grupo dos pacientes com retinocoroidite
presumidamente toxoplasmica ativa quanto a porcentagem de mondcitos CD14" que
expressaram a citocina IL-6 sem (Meio) e com estimulo (STAQ).

IL-6
Média + DP Mediana Val
n edlazx (25%_75%) alorp
Mei 14,62+7,53 11,50
eto Pl (9,40-18,00)
cT- 9 0,0039
STA 35,4846,55 36,30
g HE20 (32,15-40,25)
Meio 12,59+5,23 12,10
! P72 (7,85-17,75)
CT+ 9 0,0039
STA 32,89 +4,90 31,10
& SIES (29,60-40,80)
Mei 19,37+6,36 19,20
] s
elo PIED (15,50-21,90)
RCT 19 0,0001
STA 32,13+9,25 31,50
g 3 (25,80-36,20)

n: tamanho amostral; DP: desvio padréo; (25%-75%): quartis 25 e 75.

5.3.4 Expressao de IL-10 nos Monécitos CD14*
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Ao analisarmos a expressao de IL-10 nos individuos do grupo RCT na
auséncia de estimulo pelo STAg (meio), verificamos que esta citocina
apresenta-se elevada quando comparadas aos individuos dos grupos
controles na mesma condi¢do. Quando os mondcitos foram submetidos ao
estimulo pelo STAg, observamos aumento da expressédo no grupo RCT, com
diferenga estatisticamente significante, com valores p<0,01 em relagdo ao

grupo CT- p<0,001 em comparagao ao grupo CT+ (Figura 18).
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Figura 18: Expressao da citocina IL-10 em monécitos CD14" dos controles negativos (CT-),
controles positivos (CT+) e pacientes com retinocoroidite presumidamente toxoplasmica ativa
no Meio e apds estimulo com STAg.

Os resultados expressos em médias e desvio padrao, com numero amostral de 9 (CT-), 8
(CT+) e 19 (RCT) individuos; Teste de Kruskal-Wallis. Os parénteses indicam as diferengas
estatisticamente significativas entre as condig¢des. *p<0,05;**p< 0,01; ***p< 0,001.

O aumento da produgao desta citocina quando comparado o grupo RCT na
auséncia e presenca do estimulo pelo STAg foi estatistamente significante
(p<0,0001) (Figura 19). Observamos também diferenca estatisticamente
significativa quando avaliamos o grupo CT+ (p=0,016) nas duas condigdes de
cultura celular, porém com valor p inferior ao observado no grupo RCT. Nao
houve diferenga estatistica no grupo CT- (p=0,461) quando comparados os

diferentes meios (Tabela 10).
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Figura 19: Representacdo em box-plot da porcentagem de mondcitos CD14" que expressam
a citocina IL-10 no Meio e com estimulo pelo STAg no grupo RCT, em 20 individuos
(p<0,0001).

A linha horizontal dentro da caixa representa o percentil 50 (mediana); a linha inferior da
caixa representa o percentil 25 e a linha superior o percentil 75. As linhas finas inferiores
representam o percentil 10 e as superiores o percentil 90.

Teste de Wilcoxon; nivel de significancia de 0,05.

A analise descritiva das células mononucleares do sangue perifério CD14"
que expressam IL-10 sem e com estimulo STAg esta representado na Tabela
10.

Tabela 10: Caracterisitcas dos grupos controles e grupo dos pacientes com retinocoroidite
presumidamente toxoplasmica ativa quanto a porcentagem de mondcitos CD14" que
expressaram a citocina IL-10 sem (Meio) e com estimulo (STAQ).

IL-10
n Média+ DP Mediana Valor
* (25%-75%) P
Meio 1,63 +0,65 1,50
: P3EE (1,15-1,80)
CT- 9 0,461
STA 2,42+1,31 1,70
g AEEL (1,20-3,60)
Meio 1,78 +0,56 1,65
e (1,35-2,10)
CT+ 8 0,016
STA 3,46+1,39 3,30
g Ao (2,55-4,50)
Meio 4,67+1,43 4,25
e (3,70-5,95)
RCT 20 <0,0001
STA 9,92 +3,14 9,85
g S (8,20-11,50)

n: tamanho amostral; DP: desvio padréo; (25%-75%): quartis 25 e 75.
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54 CORRELAGCAO ENTRE EXPRESSAO DE CITOCINAS E
CARACTERISTICAS CLINICAS

Avaliou-se a correlagao entre a porcentagem de mondcitos que expressaram
as citocinas TNF-qa, IL-12, IL-6 e IL-10 na auséncia do estimulo pelo STAg,
com as seguintes caracteristica dos individuos com retinocoroidite
presumidamente toxoplasmica ativa, antes do tratamento: reacdo da camara
anterior, haze vitreo, tamanho da lesao ativa, presenca de flebite, presenca
de extravasamento do disco O6ptico, presenca infiltrados coroidianos, maior

altura da lesdo e maior tamanho linear (smudge) mensuradas pelo sOCT.

Houve correlacao linear positiva entre a expressao do TNF-a nos mondcitos
CD14" com a medida da maior altura mensurada pelo sOCT conforme

visualizado na Figura 20.

% CD14* TNF-a
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Figura 20: Analises de correlagbes avaliando a maior altura da area de lesao
retinocoroidiana ativa com a percentagem de mondcitos CD14" expressando TNF-a.

Os resultados expressos diagramas de dispersao, com numero amostral de 12 individuos.
Valor p=0,002 (correlagao de Spearman; nivel de significancia de 0,05); r’=0,788.
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Houve também correlagdo linear positiva entre expressdo da IL-6 nos
mondcitos CD14™ com a medida do grau de intensidade do haze vitreo

conforme demonstrado na Figura 21.
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Figura 21: Analises de correlagdes avaliando a intensidade do haze vitreo de pacientes com
les&o retinocoroidiana ativa com a percentagem de mondcitos CD14" expressando IL-6.

Os resultados estdo expressos em diagramas de dispersdo, com numero amostral de 18
individuos. Valor p=0,017 (correlagao de Spearman; nivel de significancia de 0,05); r?=0,556.
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Discusséo

O nosso estudo tem uma importante caracteristica que o torna pioneiro na
pesquisa da toxoplasmose ocular, a caracterizagdo imunofenotipica dos
monocitos associada a correlacdo clinica em face da doencga ativa. A
execucado deste trabalho envolveu trés instrumentos para a analise da
doenca em seres humanos: exame clinico para adequadamente avaliar o
binbmio paciente-doenca; analise dos tragos fenotipicos das células em
relacdo a producdo das citocinas, pela citometria de fluxo; emprego de
técnicas aprimoradas para avaliar as consequéncias oculares da doenca
toxoplasmica, FA, ICGA e sOCT.

Discutiremos os achados clinicos, celulares e as correlacbes em secodes
distintas e, em seguida faremos criticas quanto as limitacbes do estudo, as
perspectivas para os proximos trabalhos e, finalizando o capitulo, faremos as

conclusodes obtidas deste estudo.

6.1 DISCUSSAO CLINICA

Durante o periodo da pesquisa recrutamos os individuos de acordo com os
critérios de inclusao/exclusdo estabelecidos previamente, tentando evitar os

fatores de confusdo que inviabilizariam o trabalho.

Analisamos as caracteristicas das populagbes dos 3 grupos, CT-, CT+ e
RCT, quanto a idade e sexo. Encontramos que nos 3 grupos haviam
homogeneidade quanto esses dados (Tabela 01), possibilitando-nos as
comparacgdes entre os grupos. A homogeneidade das populagdes quanto a
idade, sexo, e a correlagdo destes tracos com estudos posteriores nos
permitem inferéncias estatisticas na populacéo da regido onde foi realizado o

estudo.

A média das idades do grupo RCT foi de 27,0 + 8,3 anos (Tabela 01).
Observamos que dos 20 individuos (todos apresentavam lesao

retinocoroidiana cicatrizada sugestiva de origem toxoplasmica), apenas 8
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individuos (40%) relatavam ser a primeira manifestacdo “percebida”, 8
individuos (40%) relatavam ser a segunda recidiva, 3 individuos (15%) a
terceira recidiva e apenas 1 individuo (5%) relatava ser a décima recidiva da

doenca.

Friedmann et Knox, 1969, verificaram que a idade média dos “episddios
iniciais” era de 25,3 anos (Friedmann et Knox, 1969) e, anos mais tarde,
Gilbert et alii, 1999, encontraram 26,5 anos como idade média do “primeiro
episodio”, e Bosch-Driessen et alii, 2002, ao investigarem uma série de 215
pacientes com lesdo ocular ativa, uma idade média de 31,1 anos (Gilbert et
alii, 1999; Bosch-Driessen et alii, 2002), levantando-se a hipdtese que a
idade participaria como um dos fatores que pode influenciar nos episddios de
atividade da doencga ocular e até mesmo na gravidade das lesdes (Holland,
2009).

Portanto, a média de idade do nosso grupo RCT encontrava-se de acordo
com estudos epidemiolégicos executados por Fridmann et Knox, 1969,
Gilbert et alii, 1999, e Bosch-Driessen et alii, 2002, porém ressalva deve ser
dada ao fato que as médias de idade destes autores foram descritos como

“primeiro episédio” relatado pelo paciente.

Avaliamos a evolucdo da acuidade visual dos pacientes antes e apds o
tratamento, importante desfecho nas doencgas oculares. Verificamos melhora
da acuidade visual significativa quando comparado antes e depois do

tratamento nos 16 pacientes avaliados.

A acuidade visual inicial e final dependem de varios aspectos da doenca
como a intensidade do haze vitreo, da localizacdo da lesao retinocoroidiana,
da extensao da leséo, e aparecimento de complicagdes (formagédo de MNSR,
edema macular cistdide, descolamento de retina, formacdo de sinéquias,
catarata, membrana epirretiniana, oclusao vascular) (Holland, 2003). Bosch-
Driessen et alii ,2002, ndo observaram diferenga estatisticamente significante
na média da acuidade visual entre os pacientes tratados e n&o tratados e

referem que a cegueira legal ocorria mais frequentemente secundario a
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localizacdo macular da lesdo, a ocorréncia de descolamento de retina e
atrofia do nervo optico (Bosch-Driessen et alii, 2002). As situagdes mais
graves ocorreram nos casos de tratamento com corticoide sem a
complementagcdo com antibioticoterapia e nos pacientes imunossuprimidos
(Bosch-Driessen et Rothova, 1998).

Dentre os critérios de inclusdo/exclusdo, o tempo decorrido entre a
percepcdao dos sintomas oculares e o diagnostico da retinocoroidite
toxoplasmica ativa ndo podiam ultrapassar o periodo de 10 dias. Este tempo
foi determinado arbitrariamente, mas baseamos primariamente na histoéria
natural da uveite toxoplasmica nao tratada que cura espontaneamente num
periodo médio de tempo de 16 semanas (Nolan et Rose, 1968), e
considerando que a lesao ocular tem um periodo de piora progressiva, com
um pico, seguido da regressao. Desta maneira, tentamos controlar o meio de

uma situacdo com multiplas variaveis.

As dificuldades encontradas por pesquisadores para determinar o melhor
tratamento para a uveite toxoplasmica é auséncia de uma padronizacao das
multiplas manifestagbes oculares da doenga (Oréfice F, comunicagao
pessoal), determinando a existéncia de multiplas variaveis e
consequentemente elevado numero do tamanho amostral para possibilitar

inferéncias estatisticas.

Quanto as caracteristicas do lado do acometimento ocular, ndo houve
diferenga entre os olhos acometidos ja que metade apresentou lesdo ativa no
olho direito e a outra metade no olho esquerdo. A inflamagdo do segmento
anterior foi ausente em 8 (40%), 1+ em 6 (30%), 2+ em 4 (20%) e 3+ em 2
(10%), e nenhum paciente apresentou 4+. A gravidade da uveite anterior
pode variar de ausente a intensa e do tipo granulomatosa ou n&o (Delair et
alii, 2011). Num estudo com 210 pacientes com retinocoroidite toxoplasmica
ativa, a inflamacao intraocular foi mais intensa em pacientes idosos, e
relacionava-se positivamente com o tamanho da lesdo e a localizagdo mais
periférica (Dodds et alii, 2008).
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Entendemos que o processo inflamatério estende-se além da lesdo focal
retinocoroidiana, acometendo o corpo vitreo, a cordide longe do foco, com
descri¢coes na literatura de acometimento do olho contralateral avaliado pela
ICGA (Atmaca et alii, 2006).

Tipicamente a lesdes surgem como “satélites”, na margem de uma leséo
preexistentemente cicatrizada (Holland, 2003). Essa caracteristica foi a
principal encontrada no estudo, sendo 17 (85%) do tipo satélite, sendo 2

(10%) do tipo focal e apenas uma (5%) do tipo punctata.

A localizacdo das lesbes ativas no estudo estdo de acordo com estudos
anteriores como em Assis et Oréfice, 1997, que encontraram 50% das lesdes
na zona |, 44,2% na zona Il e 5,8% na zona lll (Assis et Oréfice, 1997).
Talvez diferencas anatdmicas e microvasculares entre a macula e a retina
periférica criem um microambiente que favoreca a localizacdo do parasita em
determinadas areas da retina. Yang et alii, 2000, demonstraram que existe
uma diferencga na localizacido da populacao de leucécitos na retina, ocorrendo

uma reducao quando parte da periferia para a macula (Yang et alii, 2000).

Nosso estudo apresentou que a maioria, 60% das lesbes, apresentavam
tamanho inferior a 1 didmetro de disco, enquanto 35% tinham tamanho de 1 a
2 DD e apenas 5% tinham tamanho maior que 2 DD. O tamanho da leséo
esta de acordo com o estudo de Assis et Oréfice, 1997, que demonstraram
que 69% das lesdes tinham tamanho inferiora 1 DD e 31% maior que 2 DD
(Assis et Oréfice, 1997).

Analisamos neste estudo as alteragbes iniciais da doenga quando
diagndsticas, antes de iniciarmos o tratamento, encontradas nos exames
complementares, FA, ICGA, sOCT, e as comparamos ao final do tratamento.
Consideramos apenas a qualidade de estar ou nao presente, pois a
quantificacdo destas caracteristicas sao multiplas e poderiam limitar o estudo

pelo numero amostral.
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A flebite esteve presente antes do tratamento em 81,3% dos pacientes,
porém essa porcentagem reduziu para 23,1% apds o tratamento. Assim
ocorreu com extravasamento do disco optico, presente em 87,5% dos casos
antes do tratamento, e em apenas 6,7% apo6s. A manutengao da flebite e da
inflamagao do nervo 6ptico por si s6 nao representam ao nosso parecer uma
continuidade da presenga de atividade da doenga, mas agressdes por
complexos imunes, fatores de crescimento, quimiocinas, que causam quebra
da barreira hematorretiniana e consequente extravasamento através dos

vasos.

Os infiltrados coroidianos estiveram presentes em 56,3% dos pacientes antes
do tratamento e em apenas 8,3% apds o tratamento. Como ja avaliados e
concluidos por Bernasconi et alii, 1997, e Guex-Croiser et alii, 1998, tais
lesdes coroidianas podem representar focos infecciosos difusos pela cordide
(Bernasconi et alii, 1997; Guex-Croiser et alii, 1998) ou areas focais na
coriocapilar de auséncia de perfusao (Atmaca et alii, 2006), e talvez a
presengca em grande quantidade poderia predizer a intensidade do processo
inflamatério. Como apenas analisamos o resultado entre presenca e
auséncia, nao podemos inferir qualitativamente as caracteristicas dos

achados pela ICGA nem quanto a natureza dos infiltrados.

Escolhemos duas caracteristicas que pelas analises do sOCT nos trazem
resultados objetivos e mensuraveis quanto a evolugdo das lesdes
retinocoroidinas, o smudge e altura da lesdo. Ambas caracteristicas
apresentaram mudancas quando avaliadas antes e apds o tratamento, com
significancia estatistica. Oréfice et alii, 2007, demonstraram, entre varias
caracteristicas pelo OCT3, critérios que poderiam ser utilizados para
determinar controle do processo ativo como: reducédo da espessura da lesao;
desorganizagdao das camadas retinianas; hiperreflectividade focal da

camadas coriocapilar/coréidea (Oréfice et alii, 2007).
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6.2 DISCUSSAO IMUNOLOGICA

Iniciaremos a discussao relacionado as observacdoes da expressao de
importantes citocinas pelos monécitos CD14" relacionadas ao controle
imunologico do parasito T. gondii. Sera discutida cada citocina
separadamente em subsecdes para tornar a compreensao didatica, porém
sempre tendo como raciocinio que todas citocinas sdo expressas

simultaneamente, ndo ocorrendo a expressao isolada em cada célula.

Inicialmente avaliamos a citocina TNF-a. A expressao dessa citocina pelos
mondcitos CD14" encontrava-se elevada quando analisada na condicdo de
cultura meio, e apresentava aumento quando estimulado in vitro pelo STAg,
no grupo RCT. No Grupo CT+ ocorria o mesmo aumento, porém com
diferenga estatistica ndo tdo pronunciada quanto o Grupo RCT (Tabela 7).
Nao observamos diferenca entre a expressdo desta citocina quando
analisada sem e com estimulo pelo STAg no grupo CT- (Tabela 7). Portanto,
sugerimos que ha expressdo do TNF-a pelos mondcitos CD14" circulantes no
sangue periférico durante a retinocoroitie toxoplasmica ativa, e por um
mecanismo nao avaliado por este estudo, essas células eram portadoras de
um “gatilho” que propiciaria 0 aumento desta expressao quando estimulado
pelo STAg.

A importancia do TNF-a para controle da infecgdo aguda contra o T. gondii
em modelos animais utilizando camundongos, ja fora extensivamente
demonstrado, porém concluindo-se que apenas a citocina sozinha nao era
capaz de controlar a infecgcdao. Adams et alii, 1990, demonstraram que os
macrofagos peritoneais tornavam-se ativados depois de serem tratados com
a combinagcao de TNF-a e INF-y in vitro, e que as células ativadas inibiam a
replicacdo dos taquizoitos pela formagdo de NO, molécula microbicida
intracelular (Adams et alii, 1990). Outros autores demonstraram que apenas o
TNF-a e o NO nao eram essencias para o controle da infecgdo aguda in vivo,
mas eram essencias para o controle da infecgao cronica (Scharton-Kersten et
alii, 1997; Deckert-Schlltter et alii, 1998; Yap et alii, 1998).
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Em humanos, dois importantes estudos avaliaram o papel do TNF-a.
Yamamoto et alii, 2000, demonstraram que a secrecdo do TNF-a
apresentava aumento quando estimulado com STAg em pacientes com
retinocoroidite toxoplasmica adquirido (Yamamoto et alii, 2000). Outro estudo,
investigando a associacdo entre o polimorfismo do TNF-a (-308G/A) e a
retinocoroidite toxoplasmica em humanos, Cordeiro et alii, 2008, nao
encontraram nenhuma associacdo com a ocorréncia ou recorréncia da

doenca ocular (Cordeiro et alii, 2008).

A expressdo da IL-12 pelos mondcitos CD14" apresentou comportamento
similar ao TNF-a. A IL-12 apresentava-se elevada quando analisada no meio
sem estimulo, ex vivo, e havia aumento significativo quando estimulado pelo
STAg, in vitro, no grupo RCT. Ja a expressao da IL-12 nos grupos CT- e
CT+, ndo apresentou aumento quando estimulados pelo STAg (Tabela 8).
Mais uma vez, evidenciamos que os mondcitos CD14" circulantes no sangue
periférico sdo capazes de expressar a atividade da doenca intraocular, e que
essas células apresentam mecanismos “gatilhos” para incrementar a

producao da citocina em face a um novo estimulo.

A IL-12 é o indutor mais importante para a sintese de IFN-y durante a fase
aguda da infecgdo. A neutralizagdo do IL-12 com anticorpos anti-IL-12 resulta
na mortalidade de 100% dos camundongos infectados com cepas avirulentas
do T. gondii e a mortalidade esta associada com a queda da produgao do
IFN-y (Gazzinelli et alii, 1994). As células dendriticas foram identificadas
como a maior fonte de producgéo de IL-12 no bago em resposta ao T. gondii
(Reis e Souza et alii, 1997), apesar de haver ainda controvérsias sobre qual
tipo celular seria o primeiro indutor da IL-12 durante a infecgdo aguda pelo
parasito (Lieberman et Hunter, 2002). Yap et alii, 2000, demonstraram que a
IL-12 é necessaria para a manutencado da producdo de IFN-y pela células T
mediando a resisténcia a infecgdo crbnica (Yap et alii, 2000). Portanto o eixo
IFN-y - IL-12 devera estar intacto tanto para a protecdo do hospedeiro na

fase aguda da infecgao quanto na fase crénica.
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Neste estudo, verificamos que a expressdo da citocina IL-6 apresenta-se
elevada nos mondcitos CD14" tanto no grupo RCT quanto nos grupos
controles quando confrontamos as condigdes de Meio e STAg, sendo a
diferenga mais significativa no grupo RCT. Diante desse contexto, podemos
sugerir que a expressao da IL-6 ocorre de forma inespecifica. E importante
ressaltar que para as demais citocinas, ndo observamos o mesmo tipo de
comportamento. Assim, apenas a presenga de um antigeno protéico foi

capaz de induzir a produgéo de IL-6 pelos mondcitos CD14".

A IL-6 é uma citocina que regula varios aspectos da resposta imune na fase
aguda (Akira et alii, 1993). O RNAm-IL-6 é expressa nos cerébro de
camundongos infectados por T. gondii (Gazzinelli et alii, 1992; Hunter et alii,
1992; Deckert-Schlutter et alii, 1995). Suzuki et alii, 1997, e Jebbari et alii,
1998, demonstraram que camundongos deficientes em IL-6 (IL-67) formam
um numero aumentado de cistos e areas de inflamagao associados aos
taquizoitos no seus cerébros em relagdo aos camundongos controles (Suzuki
et alii, 1997; Jebbari et alii, 1998). Este resultado demonstra que IL-6 tem
uma funcdo protetora contra a formacdo de cistos e a proliferacdo de
taquizoitos nos cerébros de camundongos infectados. E os niveis séricos de
IFN-y estavam reduzidos nos controles em relagdo dos camundongos IL-67
(Jebbari et alii, 1998), demonstrando que o papel protetor da IL-6 na
encefalite toxoplasmica € devido a sua capacidade de estimular a produgcao
de IFN-y, sistemicamente na fase aguda da infecgéo e localmente no cérebro
nas fases crénicas, e por induzir a infiltragcdo e o acumulo de diferentes tipos

de células T no cérebros de camundongos infectados.

Em camundongos infectados por T. gondii, um aumento do IL-6 é
correlacionado com sinais clinicos (Beaman et alii, 1992). Beaman et alii,
1994, demonstraram que a IL-6 permitem a multiplicacao intracelular de T.

gondii em camundongos (Beaman et alii, 1994).

Em humanos, Matowicka-Karna et alii, 2008, estudaram a produgao de
citocinas humorais (IL-5, IL-6 e IL-10) em 52 mulheres antes do tratamento

para infeccdo aguda pelo T. gondii, € observaram que a IL-5 e IL-6
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apresentavam-se com valores duas vezes aumentados em relacdo as
mulheres saudaveis, concluindo ser a IL-6 uma citocina de producédo sensivel

ao estado inflamatério, porém nao especifico (Matowicka-Karna et alii, 2009).

A expresséo da IL-10 pelos mondcitos CD14", no grupo RCT, apresentou-se
elevada quando analisada na auséncia do estimulo (meio), e quando
estimulado pelo STAg, apresentou expressivo aumento, comparando-se aos
grupos CT- e CT+. Comportamento similar as citocinas TNF-a e IL-12.
Novamente, sugerimos que os mondcitos CD14" do sangue periférico dos
pacientes sao células que apresentam uma caracteristica hiperresponsiva, e
a propensao destas células estarem aptas a desencadear uma resposta
inflamatdria, quando estimuladas por antigenos do parasito, € evidente.
Observamos também que as mesmas células que expressavam citocinas
com atividades proinflamatorias, expressavam a IL-10, notadamente uma

citocina com carater modulador da resposta inflamatéria.

A IL-10 é um importante regulador da resposta imune (Kuhn et alii, 1993).
Camundongos deficientes em IL-10 (IL-107") morrem durante a fase aguda da
infeccdo com T. gondii, e sua mortalidade esta relacionada com o
desenvolvimento de uma grave reagao imune no figado mediado por células
Th1 (Gazzinelli et alii, 1996) e intestinos (Suzuki et alii, 2000). Quando os
camundongos IL-10" eram tratados com sulfadiazina para controlar os
estagio agudo da infecgdo, sobreviviam, mas desenvolviam respostas
inflamatdrias nos seus cérebros nos estagios tardios da infecgdo (Wilson et
alii, 2005).

6.3 CORRELAGAO CLINICA-IMUNE

Observamos correlacdo positiva entre os niveis de mondcitos CD14"
produtores de TNF-a e a altura da lesdo na retina mensurado pelo sOCT,
assim como verificamos a correlagao linear positiva entre a expressao de |IL-6

e 0 grau do haze vitreo avaliado clinicamente. As duas citocinas identificadas,

103



Discusséo

TNF-a e IL-6, sdo substancias relacionadas as respostas inflamatérias da
fase aguda, portanto é possivel 0 aumento da sua expressao em processos
inflamatorios mais intensos. Sugerimos que a expressao elevada pode ter
uma influéncia na intensidade da inflamagao ocular, e mais precisamente,

nas caracteristicas da lesao retinocoroidiana toxoplasmica.

A correlagao pode nao significar a real causa e efeito. Ndo podemos inferir
que os mondcitos CD14" em humanos serdo os mesmos que irdo transfomar-
se nas células apresentadoras de antigenos, principalmente células
dendriticas e macréfagos. Como identificado por Auffrey et alii, 2007, os
mondcitos Gr1® em camundongos, identificados como similares aos
mondcitos CD14", sendo responsaveis pela identificacdo do sitio inflamado e
extravasamento, modificando-se em células dendriticas, células importantes
para o controle da toxoplasmose aguda (Auffrey et alii, 2007; Robben et alii,
2005). Roberts et alii, 2001, estudaram as caracteristicas histopatolégicas de
10 fetos e 2 recém-nascidos com toxoplasmose ocular, e identificaram que as
células inflamatdrias presentes nas lesdes consistiam em linfocitos, T e B,

células plasmaticas e macrofagos (Roberts et alii, 2001).

6.4 LIMITAGOES DO ESTUDO

Nao podemos concluir no presente estudo como ocorria 0 aumento do
numero de mondcitos CD14" que expressavam as citocinas TNF-q, IL-12, IL-
6 e IL-10 quando estimuladas in vitro pelo STAg. Yarovinsky et alii, 2005,
demonstraram o papel do TLR na producéao de IL-12 pelas células dendriticas
(Yarovinsky et alii, 2005). Enquanto Tacke et alii, 2006, demonstraram que os
monocitos sao capazes de responderem quando ainda na medula éssea
(Tacke et alii, 2006). Os mondécitos nos pacientes com RCT ja encontravam-
se “primados” quando foram estimulados pelo STAg, para produzirem
aumento do numero de células que expressaram as citocinas TNF-a, 1L-12,
IL-6 e IL-10. Apesar da citocina |IL-6 ndo demonstrar ser necessario que o

estimulo seja especifico, ainda é considerada uma citocina de fase aguda,
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apresentando-se aumentada em situagdes que poderiam causar estresse
celular (Filisetti et Candolfi, 2004).

6.5 PERSPECTIVAS

O presente trabalho é apenas o inicio de uma longa linha de pesquisa
desenvolvida pelo nosso grupo, lideros pelo Prof. Dr. Fernando Oréfice e
Profé. Dr2. Cynthia Azeredo Cordeiro. O trabalho ainda devera descrever o
comportamento de uma importante linhagem celular para o controle imune do
parasito, os linfocitos T, CD4" e CD8", e dara origem a caracterizagéo

genética dos individuos portadores da lesao retinocoroidiana pelo T. gondii.

A linha de pesquisa devera futuramente tentar desvendar como os subtipos
do parasita podem modular a resposta inflamatéria. Nosso estudo avaliou os

antigenos de uma cepa virulenta, a cepa RH.

6.6 CONSIDERAGOES FINAIS

O aspecto mais importante deste estudo foi a possibilidade de verificar a
expressdo das citocinas pelos mondcitos CD14" no sangue periférico diante
da atividade da doenca. Podemos comprovar em seres humanos, detalhando
o tipo celular e a expressao de suas principais citocinas, durante a fase ativa

da retinocoroidite presumidamente toxoplasmica.

Concluimos ao executarmos este estudo que o processo inflamatério que
ocorre no tecido retinocoroidiano, em dimensdes milimétricas, a maioria delas
de tamanho inferior a 1500 ym, tém repercussoes sistémicas que podem ser
detectadas em sitios longinquos como nas células sanguineas da circulagao

sistémica.
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Duvidas ainda persitem quanto a fisiopatologia imune da doenga causada

pelo parasitismo crénico do T. gondii.
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7. CONCLUSOES



Conclusées

1) Durante a fase ativa da retinocoroidite presumidamente toxoplasmica a
porcentagem dos mondcitos CD14" que expressam as citocinas TNF-a , IL-
12 e IL-10 estdo elevados quando comparados com 0s grupos controles, e
quando sdo estimulados pelo STAg ocorre aumento da porcentagem dos
monocitos que expressam tais citocinas. Observa-se que expressao da IL-6
pelos mondcitos CD14" nos grupos CT-, CT+ e RCT ja encontram-se

elevados e ha um aumento quando estimulados pelo STAg.

2) Ha uma correlagado positiva entre a expressdo da citocina IL-6 nos

mondcitos CD14" e a intensidade do haze vitreo durante a atividade da les3o.
3) Ha& uma correlagdo positiva entre a expressdo da citocina TNF-a nos

mondcitos CD14" e a altura da les&o retinocoroidiana ativa mensurada pelo
sOCT.
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Anexos

Anexo A: Protocolo de tratamento da retinocoroidite presumidamente
toxoplasmica ativa do Hospital Sdo Geraldo — Hospital das Clinicas da

Universidade Federal de Minas Gerais (Prof. Dr. Fernando Oréfice).

Hospital Sio Geraldo — H.C.- UFMG

Setor de Uveites
NOME oo
Data:.../... ./

Uso Oral

I. Meticorten20mg......... ... =2 comprimidos
Tomar no café da manha:
2 comprimidos por 7 dias
I comprimido por 6 dias
1/2 comprimido por 6 dias
1/4 comprimido por 6 dias e parar.
2. Daraprim 25mg.............. B 45 comprimidos

Tomar 3 comprimidos por dia durante 2 dias
2 comprimidos por dia durante 2 dias
I comprimido por dia durante 31 dias.

3. Sulfadiazina 500 mg. ... 280 comprimidos

Tomar 2 comprimidos de 6 em 6 horas (4 vezes a0 dia ) por 35 dias.
4. Acido Folinico 7,5 mg...... . vieennn.35 cOmprimidos
(manipular)

Tomar | comprimido ao dia por 35 dias.

Uso Qcular
l. Maxidex ou Predfort colirio..... .1 vidro
Pingar uma gotanoolho ...
de 3 em 3 horas por 3 dias .
de 4 em 4 horas por 5 dias.
2. Atropina 1% colirio..........................1 vidro
Pingar uma gotano olho....... e € 12 @m 12 horas por 7 dias.
(com reaglio de CA: células 3+/4+ ou 4+/4+)
3. Mydriacyl 1% colifio.........._._ 1 vidro
Pingar uma gota no olho.......cioccrccion . de 8 em 8 horas por 15 dias.
(com reagio de CA: células 1+/4+ oy 2+/4+)
Observagdes:

1. Encaminhar para o Servigo de Uveites com urg‘:tua
2. Iniciar medicagio oral apés resultado do Hemograma + Plaquetas
3. Fazer Hemograma + Plaquetas de 10 em 10 dias,
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Anexos

Anexo B: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2, ETIC 0354.0.203.000-10

Interessado(a): Prof. Antonio Licio Teixeira Janior
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 29 de setembro de 2010, apés atendidas as solicitagbes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Estudo longitudinal de
retinocoroidite toxoplasmica: avaliagdo dos pardmetros clinicos,
inflamatérios/imunogenéticos e sorotipagem do parasita” bem como
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano ap6s o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa S’a?ques Ama£|

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Artonio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa If - 2° andar ~ Sala 2005 ~ Cep:31270-901 ~ BH-MG
Telefux: (031) 3409-4592 - c-mail: socp@pepquiimg.be
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Anexo C: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Universidada Federal

de Minas Gerais incluindo a participagéo de pesquisadores.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n°. ETIC 0354.0.203.000-10

Interessado(a): Prof. Antonio Lucio Teixeira Janior
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP
analisou e aprovou, no dia 21 de novembro de 2011, a inclusdo dos
alunos, abaixo relacionados, ao projeto de pesquisa intitulado "Estudo
longitudinal de retinocoroidite toxoplasmica: avaliagio dos
parametros clinicos, inflamatérios/imunogenéticos e sorotipagem
do parasita™

- Vinicius Monteiro de Castro
- Thais Fontes Bessa.

Profa. Maria Teresa Marques Amarfl

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antomlo Carlos, 6627 — Unidade Adwinistrativa Il - 2° andar - Sala 2005 - Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 « cmail; cocpidprpuling br
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Anexos

Anexo D: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para pacientes.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pacientes

ESTUDO LONGITUDINAL DE RETINOCOROIDITE TOXOPLASMICA:
AVALIACAO DOS PARAMETROS CLINICOS, INFLAMATORIOS/IMUNE, IMUNOGENETICOS E
SOROTIPAGEM DO PARASITA

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo sobre alteragées clinicas, de
genes relacionados a resposta imune, parametros inflamatorios/imunes e sorotipagem do
parasita na Retinocoroidite Toxoplasmica. Antes de aceitar participar desta pesquisa
clinica, é importante que vocé leia e compreenda a seguinte explica¢do sobre os
procedimentos propostos.  Esta declaragdo descreve o objetivo, procedimentos,
beneficios e riscos do estudo, e o seu direito de sair do estudo a qualquer momento.
Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre o resultado do estudo. Estas
informagées estao sendo dadas para esclarecer quaisquer duvidas sobre a pesquisa
proposta, antes de obter o seu consentimento.

O objetivo desse estudo é avaliar as alteragoes clinicas de pacientes com
retinocoroidite toxopldasmica durante o tratamento e nos casos de recorréncia da doenga,
estudo de sua resposta imune e defini¢do do tipo de parasita.

A retinocoroidite toxopldsmica é uma doenga causada pela infec¢ao pelo parasita
Toxoplasma gondii, acarretando comprometimento variavel da visdo podendo levar a
cegueira. Como a menor parte dos individuos infectados pelo parasita desenvolvem a
doenga ocular, é fundamental compreender os fatores envolvidos com a manifestagdo da
doenga.

Este estudo ira consistir de exame oftalmolégico de rotina no Setor de Uveites do
Hospital Sao Geraldo do HC/UFMG, onde serdo coletados dados da historia clinica e do
exame oftalmologico e conforme indicagdo clinica vocé poderd realizar exames
complementares como Tomografia de Coeréncia Optica, Angiografia Fluoresceinica
e/ou Angiografia por Indocianina Verde. Iremos coletar também uma pequena amostra
do seu sangue (20mL). Esse  material sera encaminhado para um laboratério para
estudo da resposta imune e defini¢do do tipo do parasita.

Como critérios de inclusdo temos: idade acima de 18 anos, auséncia de doenga
de carater imunologico.

Nao havera beneficio direto com sua participagdo nesta pesquisa. Os dados
provenientes com o estudo permitirdo a melhor compreensdo dessa grave doenga.

Os registros de sua participacdo neste estudo serdo mantidos confidencialmente
até onde é permitido por lei e todas as informagdes estardo restritas a equipe
responsavel pelo projeto. No entanto, o pesquisador e sob certas circunstancias, o
Comité de Etica em Pesquisa/UFMG, poderdo verificar e ter acesso aos dados
confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicag¢do dos dados ndo o
identificara. Ao assinar este formuldrio de consentimento, vocé autoriza o pesquisador a
fornecer seus registros médicos para o Comité de Etica em Pesquisa/UFMG.

A sua participag¢do neste estudo é voluntdaria e sua recusa em participar ou seu
desligamento do estudo ndo envolverd penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé
tem direito. Vocé poderd cessar sua participagdo a qualquer momento sem afetar seu
acompanhamento médico em andamento.
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Vocé ndo recebera qualquer compensagdo financeira por sua participagdo no
estudo.

Durante o estudo, se vocé tiver qualquer duvida ou apresentar qualquer
problema médico, contate a Dra. Cynthia Azeredo Cordeiro no telefone (31)35869050 ou
a Comissdo de Etica no telefone 3409-4592 ou enderego: Av. Antonio Carlos, 6627 -
Unidade Administrativa 1I - 2° andar - Sala 2005, ou a secretaria do Departamento de
Upveites no telefone (31) 3409.9568.

Consentimento: Li e entendi as informagoes precedentes. Tive a oportunidade de fazer
perguntas e todas as minhas duvidas foram respondidas a contento. Este formuldrio estd
sendo assinado voluntariamente por mim, indicando o meu consentimento para participar
do estudo, até que eu decida o contrario.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do paciente

Assinatura da testemunha

Assinatura do pesquisador

Anexos
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Anexos

Anexo E: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para individuos

controles.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Controles

ESTUDO LONGITUDINAL DE RETINOCOROIDITE TOXOPLASMICA:
AVALIACAO DOS PARAMETROS CLINICOS, INFLAMATORIOS/IMUNE, IMUNOGENETICOS E
SOROTIPAGEM DO PARASITA

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo sobre alteragées clinicas, de
genes relacionados a resposta imune, parametros inflamatorios/imunes e sorotipagem do
parasita na Retinocoroidite Toxoplasmica. Antes de aceitar participar desta pesquisa
clinica, é importante que vocé leia e compreenda a seguinte explicagdo sobre os
procedimentos propostos.  Esta declaragdo descreve o objetivo, procedimentos,
beneficios e riscos do estudo, e o seu direito de sair do estudo a qualquer momento.
Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre o resultado do estudo. Estas
informagdes estdo sendo dadas para esclarecer quaisquer duvidas sobre a pesquisa
proposta, antes de obter o seu consentimento.

O objetivo desse estudo é avaliar as alteragbes clinicas de pacientes com
retinocoroidite toxoplasmica durante o tratamento e nos casos de recorréncia da doenga,
estudo de sua resposta imune e definigdo do tipo de parasita.

A retinocoroidite toxoplasmica é uma doenga causada pela infec¢do pelo parasita
Toxoplasma gondii, acarretando comprometimento variavel da visdo podendo levar a
cegueira. Como a menor parte dos individuos infectados pelo parasita desenvolvem a
doenga ocular, é fundamental compreender os fatores envolvidos com a manifestagdo da
doenga.

Este estudo ira consistir na coleta de uma pequena amostra do seu sangue
(20mL). Serd realizado o teste sorolégico para toxoplasmose. Assim que tivermos o
resultado, entraremos em contato para comunicar o resultado. Os individuos positivos
serdo agendados para um exame oftalmolégico completo e gratuito no Hospital Sdo
Geraldo do HC/UFMG para exclusdo de lesoes provenientes da infec¢do toxopldasmica.
O restante do sangue sera posteriormente encaminhado para um laboratorio para estudo
da resposta imune e defini¢do do tipo do parasita..

Como critérios de inclusdo temos: auséncia de histéria de doenga ocular e/ou de
cardter imunologico prévias.

Vocé serd beneficiado no conhecimento do seu status soroldgico frente a
toxoplasmose. Se o exame for positivo, vocé sera agendado para um exame oftalmologico
permitindo o diagnostico de lesdes provenientes da infecgdo. Além disso, os dados
provenientes com o estudo permitirdo a melhor compreensdo dessa grave doenca.

Os registros de sua participagdo neste estudo serdo mantidos confidencialmente
até onde ¢é permitido por lei e todas as informagdes estardo restritas a equipe
responsavel pelo projeto. No entanto, o pesquisador e sob certas circunstancias, o
Comité de Etica em Pesquisa/UFMG e o Comité de Etica em Pesquisa/HEMOMINAS,
poderdo verificar e ter acesso aos dados confidenciais que o identificam pelo nome.
Qualquer publica¢do dos dados ndo o identificara. Ao assinar este formuldrio de
consentimento, vocé autoriza o pesquisador a fornecer seus registros médicos para o
Comité de Etica em Pesquisa/UFMG e o Comité de Etica em Pesquisa/HEMOMINAS.
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A sua participagdo neste estudo é voluntaria e sua recusa em participar ou seu
desligamento do estudo ndo envolverd penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé
tem direito. Vocé poderd cessar sua participag¢do a qualquer momento sem afetar seu
acompanhamento médico em andamento.

Vocé ndo recebera qualquer compensagdo financeira por sua participa¢do no
estudo.

Durante o estudo, se vocé tiver qualquer duvida ou apresentar qualquer
problema médico, contate a Dra. Cynthia Azeredo Cordeiro no telefone 35869050, ou a
Comissdo de Etica/UFMG no telefone 3409-4592 ou endereco: Av. Antéonio Carlos, 6627
- Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005, ou a Comissdo de
Etica/HEMOMINAS no telefone 32484500, ou a secretaria do Departamento de Uveites
no telefone 34099568.

Consentimento: Li e entendi as informagées precedentes. Tive a oportunidade de fazer
perguntas e todas as minhas duvidas foram respondidas a contento. Este formuldrio estd
sendo assinado voluntariamente por mim, indicando o meu consentimento para participar
do estudo, até que eu decida o contrario.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do individuo

Assinatura da testemunha

Assinatura do pesquisador

Anexos
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Anexos

Anexo F: Declaragédo de Aprovagao do Mestrado.

FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640 UFv\

DECLARACAO

A Comissdo Examinadora abaixo assinada, composta pelos professores doutores
Fernando Oréfice, Cynthia Azeredo Cordeiro, Joyce Hisae Yamamoto e Anténio Lucio
Teixeira Jr, aprovou a defesa de dissertagao intitulada: “RETINOCOROIDITE
TOXOPLASMICA ATIVA PRESUMIDA: PARAMETROS CLINICOS E AVALIACAO DA
EXPRESSAO IMUNOFENOTIPICA DOS MONOCITOS CD14+" apresentada pelo
mestrando VINICIUS MONTEIRO DE CASTRO para obtencio do titulo de Mestre em
Medicina, pelo Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Salde: Infectologia e
Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais,
realizada em 13 de julho de 2012.

pa—
Tt At
S rof, Fernando Oréfice

Orientador

Cur.mttmz Q;f»u do Condtny

Profa. Cynthia Azeredo Cordeiro
Coorientadora

st

Profa. Joyce Hisae Yamamoto

[ ( i
,4..»*\,\/—}-»“‘ Youen 1’3/
Prof. Antdnio Lucio Teixeira Jr ]
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Anexo G: Ata da Defesa da Dissertagao de Mestrado.

FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUAGAO
Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 34099640 FAX: (31) 34099641

ATA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE MESTRADO de VINICIUS MONTEIRO DE
CASTRO, n° de registro 2011656260. As quatorze horas do dia treze de julho de dois mil e
doze, reuniu-se na Faculdade de Medicina da UFMG, a Comiss&o Examinadora de dissertagao
indicada pelo Colegiado do Programa, para julgar o trabalho final intitulado:
“RETINOCOROIDITE TOXOPLASMICA ATIVA PRESUMIDA: PARAMETROS CLINICOS E
AVALIAGAO DA EXPRESSAO IMUNOFENOTIPICA DOS MONOCITOS CD14+", requisito
final para a obtengdo do grau de Mestre em Medicina, pelo Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina Tropical. Abrindo a sessdo, o Presidente da
Comissado, Prof. Fernando Oréfice, apés dar a conhecer aos presentes o teor das normas
regulamentares do trabalho final, passou a palavra ao candidato, para apresentacdo de seu
trabalho. Seguiu-se a arguigéo pelos examinadores, com a respectiva defesa do candidato.
Logo apds, a Comissao se reuniu sem a presenca do candidato e do publico, para julgamento

e expedicéo do resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicagdes:

Prof. Fernando Oréfice/ orientador Instituigao: UFMG Indicagao:ief L L~ i L
1
Profa. Cynthia Azeredo Cordeiro/ coorientadora Instituigéo: UFMG Indicag@o: A i
Profa. Joyce Hisae Yamamoto Instituicao: USP Indicagéo:__ W) VC‘v‘Z‘L:
Prof. Anténio Lucio Teixeira Jr Instituicdo: UFMG Indicagdo:_Aprya s
Pelas indicagdes, o candidato foi considerado: _*! PROVAD

O resultado final foi comunicado publicamente ao candidato pelo Presidente da Comissé&o.
Nada mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a sessio e lavrou a presente ATA, que
sera assinada por todos os membros participantes da Comissdo Examinadora. Belo Horizonte,
13 de julho de 2012.

Prof. Fernando Oréfice/ orientador ST ety L 77 <«
: " = />
Profa. Cynthia Azeredo Cordeiro/ coorientadora _Cirn@ivia Cly et Crenci
Profa. Joyce Hisae Yamamoto IIWiema/
L/‘ 1. - \ | ~ ’
Prof. Anténio Lucio Teixeira Jr o i o uton FRALM -

Prof. Vandack Alencar Nobre Junior/Coordenador

Obs.: Este documento no tera validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador.  Pr¢’. '/sndack Alencar Notre Jr.
i Grotacks om et e
on da 4

 Medicing Tropicel

mﬁ Medicina - 11FMG
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