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RESUMO

A presente tese foi composta por dois estudos desenvolvidos paralelamente.
O primeiro objetivo foi o desenvolvimento de um método para classificar as
respostas eletrorretinograficas e validar este método em toxoplasmose ocular. O
segundo objetivo foi investigar o efeito do uso agudo de cloroquina na retina de
paciente com malaria (P. vivax) que receberam o tratamento estabelecido pelo
Ministério da Saude do Brasil. A ferramenta experimental de ambos os estudos foi 0
eletrorretinograma multifocal (mMfERG). No primeiro estudo, o sistema Veris foi usado
para testar 10 sujeitos saudaveis e calcular a razdo sinal-ruido com o objetivo de
achar os melhores valores para separar respostas normais de respostas retinianas
diminuidas. O resultado final desta analise foi aplicado em trés pacientes com perda
visual devido toxoplasmose ocular. Os resultados mostraram uma razao sinal-ruido
Otima de 0,47 para separar formas de onda com e sem sinal. As razfes sinal ruido
de 0,47, 0,44, 0,48, 0,57, 0,78 e 1,21 foram Otimas para separar respostas normais
de respostas progressivamente atenuadas. A aplicacdo da andlise sinal-ruido em
pacientes com toxoplasmose ocular foi capaz de mapear a area retiniana sem
atividade quando provocada pela luz. O segundo estudo foi desenvolvido usando o
MfERG para avaliar 48 pacientes com malaria, P. vivax, que receberam terapia
medicamentosa de cloroquina. Estes dados foram comparados com os dados de 37
sujeitos saudaveis. Os resultados mostraram que o numero de infecces variava de
1 a 18 vezes. Durante o tratamento, a dose média de cloroquina ingerida foi 5429 *
782,3 mg. A estimativa da dose cumulativa normalizada pela massa corporal variou
de 14,58 a 545,45 mg/kg. Nenhuma diferenca foi observada na amplitude e tempo
implicito do mfERG entre os pacientes e os controles em nenhum dos anéis
concéntricos do campo visual. Ndo houve correlacao significativa entre a atividade
retiniana com a dose cumulativa de cloroquina. Concluiu-se que a andlise da razao
sinal-ruido desenvolvida nesta tese pode ser usada como um meétodo confiavel para
estudar a funcéo retiniana diminuida, incluindo o mapeamento das consequéncias
da toxoplasmose ocular; e que o uso agudo da cloroquina para tratamento de
malaria ndo causou nenhuma piora da atividade retiniana registrada pelo mfERG.
Palavras-chave : Eletrorretinograma multifocal. Andlise de razdo sinal ruido.

Toxoplasmose ocular. Cloroquina. Malaria.



ABSTRACT

The current thesis was composed by two studies performed in parallel. The
first purpose was the development of a reliable method to classify the
electroretinographic responses and to validate this method in ocular toxoplasmosis.
The second purpose was to investigate the effect of the acute use of chloroquine in
the retina of vivax malaria patients, which received the standard treatment of the
Ministry of Health of Brazil. The experimental tool of both studies was the multifocal
electroretinogram (MfERG). In the first study the Veris system was used to test 10
healthy subjects to calculate a signal to noise ratio analysis in order to find the best
values to separate normal responses from impaired retinal responses. The final
results of this analysis were applied in three patients with visual loss due ocular
toxoplasmosis. The results showed an optimal signal to noise ratio of 0.47 to
separate waveforms with and without signal. The signal to noise ratio of 0.47, 0.44,
0.48, 0.57, 0.78, 1.21 were optimal to separate normal responses from progressively
attenuated responses. The application of the signal to noise ratio analysis into ocular
toxoplasmosis patients was able to map the retinal area with no activity evoked by
the light. The second study was performed using mfERG to evaluate 48 vivax malaria
patients which received chloroquine-based treatment. Their data were compared to
37 healthy subjects. The results showed that number of infections ranged between
from 01 to 18 times. During the treatment, the mean dosage of intaken chloroquine
was 5429 + 782.3 mg. The cumulative dosage normalized to the body mass ranged
from 14.58 to 545.45 mg/kg. No difference was observed in the mfERG amplitude
and implicit time obtained from malaria patients and control group at any concentric
rings of the visual field. There was no significant correlation between the retinal
activity with the chloroquine cumulative dosage. It was concluded that the signal to
noise analysis developed in this thesis can be used as a reliable method to study
impaired retinal function, including the mapping of ocular toxoplasmosis
consequences; and the acute use of chloroquine for malaria treatment caused no

impairments to retinal activity recorded by mfERG.

Keywords : Multifocal electrorretinogram. Signal to noise ratio analysis. Ocular

toxoplasmosis. Chloroquine. Malaria.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as doencgas infecciosas
sdo um problema de saude publica em todo o mundo. Na regido Amazobnica, tem
grande relevancia devido a quantidade de pessoas acometidas e pelas sequelas que
podem trazer. Um dos sistemas bioldégicos que quando acometidos leva a
diminuicdo da qualidade de vida do sujeito infectado é o sistema nervoso e dentro
das subdivisdes deste sistema, encontra-se o0 sistema visual que é uma importante
fonte de informacdes para o ser humano (ALVES et al., 2010; SILVEIRA et al., 2004;
ZAJDENWEBER et al., 2005).

A visdo é um importante meio de extrair informacdes do ambiente e tem sido
usada como indicador biolégico do estado de preservacdo do sistema nervoso. Em
humanos, as areas visuais ocupam cerca de 40% do cortex, com mais de uma duzia
de areas visuais ja identificadas (GRILL-SPECTOR & MALACH, 2004; TOOTELL et
al., 1996), o que denota sua importancia. Nas doencgas infecciosas 0 acometimento
visual pode ocorrer de vérias formas: pela acdo direta do parasito, ao entrar na
corrente sanguinea, disseminar-se pelo organismo do hospedeiro e localizar-se em
orgao alvos, como também através da reacdo de hipersensibilidade decorrentes da
liberacdo de antigenos pela morte do parasito ou, ainda pela acdo de
quimioterapicos (TORIBIO et al., 2001).

A toxoplasmose, por exemplo, quando afeta o sistema visual, leva a
retinocoroidite que pode culminar na morte de neurdnios retinianos e, consequente,
cegueira (ALVES et al., 2010; GILBERT et al., 2008; GORMLEY et al., 1999; GUEX-
CROSIER, 2009). Através da avaliacdo clinica, a area afetada pode ser delimitada e
posteriormente ser calculado o tamanho do dano neural subjacente & infeccdo. Ja no
caso da malaria (ndo grave), dificilmente ocorre uma infeccéo direta em qualquer
ponto do sistema visual, entretanto as drogas usadas em seu tratamento sao
reconhecidamente neurotoxicas, especialmente a cloroquina (ALKADI, 2007;
ANTUNES et al., 2005; BERTAGNOLIO et al., 2001). Esta droga quando usada por
longo periodo, apesar da pequena concentracdo, pode levar a importantes perdas
da funcdo visual, como no regime de tratamento de pacientes com doencas
reumaticas (LACAVA, 2010; RASTER et al., 2011; VENTURA et al., 2003; XIAOYUN
et al., 2010). O regime de tratamento da malaria também usa a cloroquina,

entretanto, com doses diarias menores que convencionalmente usadas em
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pacientes reumaticos e em um periodo de tempo bem menor. Assim, a investigacao
da funcgéo visual de pacientes com malaria pode ser utilizada como um modelo para
estudar os efeitos neurotdxicos causados pelo uso agudo da cloroquina. Além do
que, em regides endémicas como a Amazonia, nado € dificil encontrar pacientes que
foram infectados diversas vezes e que assim foram submetidos a inUmeras terapias
anti-malarica, consecutivamente (BERTAGNOLIO et al., 2001).

E importante ressaltar um estudo de Caetano et al. (2011) que
demonstraram o reflexo da saude visual no cotidiano de uma pessoa. Em sua
pesquisa realizada numa unidade de emergéncia oftalmoldgica do servi¢o publico, a
dificuldade de aceitacdo da perda da visdo € a primeira reacdo dos pacientes que
apresentam algum tipo de problema visual. Frequentemente, sentimentos como:
vergonha, tristeza, medo, impoténcia, perda da esperanca e restricoes,
acompanhavam os entrevistados.

A perda de autonomia contribui para diminuicdo da autoestima, levando-nos
a inferir que o comprometimento visual desencadeia um processo de alteracdo
emocional e psicolégica. Dessa forma, torna-se necessario identificar e tratar
pessoas, em tempo habil de manter a prépria independéncia (TEMPORINI & KARA-
JOSE, 2004; CAETANO et al., 2011).

E importante salientar que como algumas doencas infecciosas tém
importante efeito direto ou indireto sobre o sistema nervoso visual, faz-se necessario
escolher um nivel do sistema que possa ser estudado com intuito de compreender
0S mecanismos basicos destas condi¢bes patolégicas sobre o sistema nervoso.
Neste trabalho foi escolhida a retina por ser uma regido de facil acesso através de
diferentes métodos de avaliacdo visual, sendo que a ferramenta de escolha para
ambas as investigacdes foi o eletrorretinograma multifocal - mfERG (SUTTER &
TRAN, 1992). Este método representa a aplicacdo de tecnologia de ponta para
avaliacdo funcional da retina caracterizada pela apresentacdo da atividade elétrica
de pequenas regides separadas da retina, a qual permite a avaliagdo funcional
topografica do tecido retiniano (HOOD, 2000; MARMOR et al., 2009; SUTTER &
TRAN, 1992). O mfERG ainda é pouco utilizado no Brasil devido os custos de
aquisicdo e falta de pessoal técnico especializado para a execucdo e analise dos
resultados.

Através deste método foi buscado investigar casos de toxoplasmose ocular

com o intuito de mapear funcionalmente a retina desses sujeitos infectados. O
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mapeamento funcional da toxoplasmose ocular foi realizado através de um método
desenvolvido no Laboratorio de Neurologia Tropical (NMT) para determinacdo de
respostas elétricas confiaveis e que foi validada por este projeto.

Da mesma forma, o eletrorretinograma multifocal foi utilizado para investigar
0s impactos funcionais na retina apos a exposi¢cdo aguda a cloroquina em pacientes
tratados por terapia antimaldrica com esta medicacdo. Buscou-se confirmar se o
padrdo de perda visual por intoxicagcdo crbnica por cloroquina, no caso paceintes
com doencgas reumaticas, seria também observado em pacientes com exposicao de

curta duragao ou de exposicao repetitiva.
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2. REFERENCIAL TEORICO

As doencas infecciosas de veiculacdo vetorial tém ganhado grande
importancia no cenario mundial, principalmente em areas cujo desenvolvimento é
favorecido por condicdes climaticas, sociais e econdmicas. Doencas infecciosas sao
enfermidades causadas por agentes biolégicos: protozoarios, bactérias, fungos,
helmintos (vermes) e virus, que matam cerca de 543.000 pessoas no mundo a cada
ano. Na maioria das vezes, tais doencas tém predilecéo a proliferarem em areas de
condicdes climaticas quentes e umidas (Figura 1), especificamente nas regiées dos
tropicos (Cancer e Capricornio), cujo centro € a Linha do Equador, e subtropicais
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION — CDC, 2014; WORLD
HEALTH ORGANIZATION — WHO).

2 =5 NTDs Present

B 4 NTDs Present

Il 3 NTDs Present

I 2 NTDs Present
1 NTD Present

FIGURA 1. Distribuicdo mundial das doencas infecciosas, especificamente as consideradas tropicais,
segundo a Organizacdo Mundial da Satde. Areas delimitadas nas cores: vermelho, laranja, amarelo,
azul claro e azul escuro, observa-se a presenca de cinco ou mais, quatro, trés, duas e uma doenca
tropical, respectivamente. Disponivel em: <www.cdc.gov/globalhealth/ntd/diseases/ntd-worldmap-
static.html>. Acesso em: 18 nov. 2013.

E notavel a presenca de um espectro muito grande e variado de
manifestagdes clinicas, ficando dificil definir e determinar uma caracteristica comum
a todas as doencas infecciosas. No entanto, apds intenso e minucioso levantamento
bibliografico foi possivel observar que o acometimento ocular/visual esta presente na

maioria dessas enfermidades, o que torna esse tema de extrema importancia para
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os pesquisadores (COHEN, 2009; COSTA et al., 1999; GARCIA & CONDE, 1998;
KALIAPERUMAL et al., 2005; PRATA et al., 2000; TANDON et al., 1998; TORIBI et
al., 2001; VIETH & SALOTTI, 1997).

2.1. PERDAS VISUAIS EM TOXOPLASMOSE

2.1.1. Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma enfermidade que faz parte da lista das cinco doencas
infecciosas parasitarias negligenciadas (CDC) que s&o alvo das principais acdes de
saude publica. Apresenta ampla distribuicdo geogréfica e alta prevaléncia soroldgica
mundial, caracteristicas observadas através de varios trabalhos publicados que
demonstram que mais de 95% de algumas populacdes ja foram infectados com o
Toxoplasma gondii (T. gondii). Nos Estados Unidos 22,5% da populacdo ja foi
infectada, enquanto que no Brasil, paises da América Central e da Europa
continental a prevaléncia da infeccdo varia de 50 — 80% dependendo da regido
geografica estudada, tendo maior frequéncia em areas com clima quente-umido e
baixas altitudes (BONFIOLI & OREFICE, 2005; CORDEIRO et al., 2010; HILL &
DUBEY, 2002).

E uma protozoonose causada pelo parasito T. gondii, que foi primeiramente
descrito por Nicole & Manceaux, em 1909. Protozoario coccideo, patdgeno
intracelular obrigatério de varias espécies de mamiferos homeotermos, ou seja, de
sangue quente (humanos, gatos, cabras e porco, principalmente), além de aves, que
podem atuam como hospedeiros definitivos ou intermediarios. Sua caracteristica
especifica de ser encontrada em varias células, tecidos e liquidos organicos, da a
este parasito a habilidade de ser transmitido ao homem por diversas formas
(DUBEY, 1991; ESTEBAN-REDONDO et al., 1999).

Segundo uma revisdo bibliografica realizada por Hill e Dubey (2002), a
infeccdo pode ocorrer de forma congénita: na qual a mae infectada desenvolve
lesGes focais na placenta, resultante da presenca de taquizoitos, pode vir a causar
uma infeccdo generalizada ao feto. Como o mesmo ainda n&o apresenta sistema
imunolégico completamente desenvolvido, e a resposta imunoldgica da mée nao
consegue atravessar de forma eficiente a barreira placentéaria, a infeccdo progride
sem controle e de forma devastadora. A taxa global de transmissdo da infeccéo

congénita € de aproximadamente 23% (JENUM et al., 1998). O grau de severidade
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da toxoplasmose congénita depende do periodo no qual a mulher foi infectada. As
infecgbes adquiridas durante o primeiro trimestre gestacional sdo mais graves
quando comparado ao segundo e terceiro trimestres, podendo causar ao bebé
sequelas como hidrocefalia, retardo mental, convulsdes, calcificacdo cerebral e
retinocoroidite, sendo esta Ultima a mais comum sequela da toxoplasmose congénita
(HILL & DUBEY, 2002; TEDESCO et al., 2007).

Na forma adquirida, o individuo pode ser assintomatico, ou apresentar
lesGes localizadas e/ou generalizadas que dependem de fatores como: viruléncia da
cepa do parasito, estado imunoldgico da pessoa e o modo pelo qual ela se infecta
(FERGUSON, 2004). A contaminagdo se d& pela ingestdo de carne crua ou mal
cozida contendo a forma cistica do parasito; ingestdo de oocistos provenientes de
alimentos, agua e mao contaminados com fezes de gatos. Alguns estudos
demonstraram a infeccdo através da inalacdo de oocistos esporulados, transfusdo
sanguinea e transplante de 6rgaos de um doador infectado, sendo este ultimo uma
via rara (HILL & DUBEY, 2002).

O ciclo de vida do T. gondii (Figura 2) é do tipo heteroxeno, ou seja, possui
um hospedeiro definitivo onde ocorre a fase sexuada, e um hospedeiro intermediario
no qual ocorre a fase assexuada do parasito. A fase sexuada, também conhecida
como fase enteroepitelial ou ciclo coccidiano, ocorre nas células epiteliais do
intestino de gatos jovens nao imunes e outros felideos. Enquanto a fase assexuada
ocorre nos linfonodos e tecido de hospedeiros como 0 homem, outros mamiferos e
aves (DUBEY, 1991; DUBEY et al.,, 1998; DUBEY et al., 2003; HILL & DUBEY,
2002).

A toxoplasmose adquirida pode apresentar desde casos benignos ou
assintomaticos até casos de morte. A toxoplasmose ocular € a causa mais comum
de retinocoroidite em pacientes ndo imunocomprometidos, sendo responsavel por
30% - 50% de todas as uveites posteriores. Estas lesdes estdo presentes em cerca
de 20% dos pacientes infectados. Ja em individuos imunocomprometidos, como
portadores do virus HIV, pacientes com cancer ou que passaram por transplante de
orgaos a doenca é mais destrutiva, sendo a maior causadora de doencgas oculares.
(ALVES et al., 2010; CARMO et al., 2005; ZAJDENWEBER et al., 2005).
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FIGURA 2. Ciclo de vida do agente causador da toxoplasmose, T. gondii. O ciclo biolégico inicia-se
guando gatos jovens e outros membros da familia dos Felideos liberam oocistos esporulados no
ambiente junto com as fezes, uma forma altamente resistente e infectante que pode durar viavel por
até 18 meses em condicdes favoraveis de umidade e temperatura (1). Hospedeiros intermediarios na
natureza (incluindo aves e roedores) infectam-se apdés a ingestdo de solo, agua ou plantas
contaminados com oocistos (2). Os oocistos sao rapidamente ativados em taquizoitos logo apoés a
ingestdo. Essas formas infectantes multiplicam-se nas células do hospedeiro intermediario, onde
algumas formas formam cistos no tecido muscular ou neural. As formas ativas sdo destruidas pelo
sistema imunolégico, mas os cistos permanecem (3). Se o animal for cacado e devorado por um
felideo, os cistos liberam os parasitas dentro do intestino, infectando-o. Os esporozoitos, bradizoitos
ou taquizoitos, ao penetrarem no epitélio intestinal do gato sofrerdo um processo de multiplicagéo por
endodiogenia e merogonia (esquizogonia), dando origem a varios merozoitos. Apés a esquizogonia
do ciclo enteroepitelial vai haver o rompimento desses vacuolos e posterior liberacdo de merozoitos,
gue invadirdo novas células. Cinco dias depois dessa infecgdo, inicia-se o processo de reproducao
sexuada, em que 0s merozoitos formados na reproducdo assexuada se transformardo em
gametdcitos ou gamontes. Por um processo de maturacao, esses gametécitos irdo dar origem aos
gametas. Os gametas masculino (microgameta - moveis) e feminino (macrogameta - imédveis),
descendentes do mesmo parasita ou de dois diferentes, fundem-se dando origem ao ovo ou zigoto,
que apos segregar a parede cistica da origem ao oocisto imaturo. O gato sofrera uma infeccao aguda
e, entdo, o oocisto imaturo é expulso com as fezes do animal apds nove dias (cada felino doméstico
elimina mais de 500 milh8es de oocistos em cada defecacéo) (4). Animais criados para 0 consumo
humano e animais selvagens também podem ser infectados com cistos teciduais apds a ingestdo de
oocistos esporulados no ambiente (5). Humanos também podem ser infectados por diversas rotas:
ingestdo de carne mal cozida contendo cistos teciduais (6); consumo de agua ou alimentos
contaminados com fezes de gato (7); transfusdo sanguinea ou transplante de Orgdos (8);
transplacentaria (9). No hospedeiro humano, os parasitos formam cistos teciduais, frequentemente no
musculo esquelético, miocéardio, cérebro e olhos, que podem permanecer durante a vida inteira no
hospedeiro (10). O diagndstico, normalmente é sorolégico, no entanto, o cisto pode ser demonstrado
no tecido através de biépsia. O diagnostico da infeccdo congénita ocorre pela demonstracdo do DNA
parasitario no fluido amniético através de métodos moleculares, como o PCR (11). Disponivel
em:<http://www.cdc.gov/parasites/toxoplasmosis/biology.htmI>. Acesso em: 23 fev. 2014.
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2.1.2. Toxoplasmose ocular

A sindrome toxoplasmica apresenta sete formas distintas, cada qual com
manifestacbes clinicas especificas. Tais manifestacbes sao frequentemente
assintomaticas, ou com sintomas néo especificos, que quando ndo tratadas podem
evoluir ao Obito. Dentre essas formas, o envolvimento ocular € uma das
manifestacbes mais comuns da doenga, e estd associada tanto as infecgbes
congénitas, quanto aquelas adquirida no periodo extra-uterino. Esta relacionada
como a principal causa de uveites posteriores (inflamacdo primaria da coroide),
podendo causar desde diminuicdo da acuidade visual, até a perda completa da viséo
(DIMANTAS et al., 2003; FERREIRA et al., 2014; GORMLEY et al., 1999).

Nos Estados Unidos, da populacéo infectada pelo T. gondii (cerca de 1,25
milhdes de pessoas) apresentam manifestacdes oculares, ja em outras partes do
mundo, a porcentagem pode chegar a até 15% da populacdo. A retinocoroidite
toxoplasmica é mais comum e grave no Brasil quando comparado com a Europa ou
Ameérica do Norte. Estudos mostram que a prevaléncia da toxoplasmose ocular no
NOsSso pais € muito variada, podendo atingir até 17,7%, na cidade de Erechim (Santa
Catarina) tal fato é justificado pela viruléncia da cepa do parasito nesta regido
(JONES et al., 2006). Os fatores de risco para desenvolver a toxoplasmose ocular
variam de 1,1% - 27,3% dependendo da regido e populacdo estudada (GILBERT et
al., 2008).

A toxoplasmose ocular ocorre principalmente em individuos que foram
infectados no periodo extra-uterino, ou seja, apds 0 nascimento, entretanto, esta
forma clinica € mais grave quando adquirida congenital (TEDESCO et al., 2007). No
Brasil, registros sugerem que a alta incidéncia de manifestacdes oculares € maior na
forma congénita, sendo de 2,3% a taxa de transmissao e 3,4% a taxa de infeccéo
aguda em mulheres gravidas (ALEIXO et al., 2009; FERREIRA et al., 2014; JONES
et al., 2006).

Os fatores de risco para retinocoroidite toxoplasmica, na infeccao pos-natal,
variam de 2% na regido Norte do Brasil a 25% na regido Sul do pais. Estéao
relacionados, principalmente, a transmissdo através da ingestdo de alimentos
contaminados e contato com o solo. Jones et al. (2006), enfatizaram a importancia
do cozimento dos alimentos com temperaturas acima de 67° Celsius, e quando do
contato com o solo, fazer uso de luvas e a lavagem das maos com agua e sabéao

abundantemente. Nesse caso, a imprtancia dos fatores de risco séo justificadas pelo
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acesso heterogéneo as informacdes e politicas de saude (ALEIXO et al., 2009;
GARCIA et al., 1999; GILBERT et al., 2008).

Segundo alguns estudos, as criancas brasileiras com toxoplasmose ocular
desenvolvem retinocoroidite toxoplasmica mais precocemente quando comparada a
Europa (GILBERT et al., 2008). Apresentam lesdes multiplas, maiores e mais
frequentes que tendem a apresentar propenséao a afetar o pélo posterior, sendo mais
facil afetar a visdo de maneira irreversivel. A diferenca entre os dados do Brasil e de
outros lugares do mundo também pode ser justificado pela viruléncia da cepa do T.
gondii (tipo-1) (GILBERT et al., 2008).

Fatores relacionados ao hospedeiro podem causar reativagcdo da
toxoplasmose ocular, principalmente quando se encontra em fase de laténcia, por
exemplo, influéncias hormonais, estresse psicoldgico, imunidade do hospedeiro e
uso de esterbides topicos. Entretanto, mecanismo de trauma também pode
desempenhar este papel. Bosch-Driessen et al. (2002), demonstraram em seu
estudo que alguns pacientes que passaram por cirurgia de catarata, tiveram
reativacao da forma ocular. O mecanismo patogénico pelo qual isso acontece ainda
ndo estad esclarecido, no entanto, alguns estudos mostraram que a intervencao
promove a ruptura de cistos. Ha relatos de reativacdo da toxoplasmose ocular apés
terapia fotodindmica para tratamento de neovascularizacdo da cordide, em
individuos acometidos com degeneracdo macular relacionada a idade (NOBREGA &
ROSA, 2007).

Em individuos imunocomprometidos, a toxoplasmose ocular pode estar
associada a outras manifestacbes da toxoplasmose, ou até mesmo a outras
doencas. Manifestacdes oculares e alteracdes do sistema nervoso central em
pacientes infectados pelo T. gondii (neurotoxoplasmose) pode ocorrer mesmo
quando os pacientes fazem uso da terapia anti-retroviral (ALVES et al., 2010;
ZAJDENWEBER et al., 2005). Ja em estudos com sujeitos imunocompetentes, por
exemplo, existem associacdes entre lesdes cicatrizadas da retinocoroidite
toxoplasmica com: esclerite (KAMATH et al., 2013); retinite pigmentosa (CHHABRA
et al., 2007); poliomelite induzido apds tratamento com corticoides (HASSENE et al.,
2008); e oclusdo do ramo da artéria retiniana em um adolescente com titulos altos
de IgG positivo (CHIANG et al., 2012).

A resposta imunologica na toxoplasmose é bastante estudada. Pesquisas

mostram que o organismo infectado por este protozodrio tende buscar o controle da
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proliferacdo dos taquizoitos através da ativagdo da resposta imune inata e
participacdo das células natural killer (NK), macréfagos e células polimorfonucleares.
Entretanto, no caso da toxoplasmose ocular a resposta imune ainda nao esta bem
esclarecida, pois € um assunto bastante complexo. O que se sabe é que a resposta
imune local no globo ocular é suprimida para que ndo haja destruicdo tecidual
(CORDEIRO et al., 2010; VALLOCHI et al., 2002).

E possivel observar cistos e trofozoitos na retina de pessoas infectadas pelo
T. gondii, que frequentemente, podem causar lesdes necroticas, com destruicdo da
arquitetura retiniana que muitas vezes podem envolver a coroide (retinocoroidite).
Cepas do T. gondii tipo Il estdo associadas a infec¢cdes adquiridas, enquanto que no
Brasil, a toxoplasmose ocular esta frequentemente associada a cepas tipo I. A
resisténcia em desenvolver lesdes oculares estd associada a habilidade do
hospedeiro em produzir interleucina 12 (IL-12) e interferon gama (IFN-y) contra o
parasito, enquanto que as citocinas interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) sao fatores que contribuem para a formacdo de uma resposta adquirida
que pode causar dano a corodide e a retina (VALLOCHI et al., 2002).

Através de pesquisas de IgA e IgE contra antigenos T. gondii € possivel
diferenciar infecgado congénita da adquirida, sendo estes, marcadores indiretos da
toxoplasmose ocular adquirida. As células T também apresentam papel importante
na imunidade contra o T. gondii, especialmente na toxoplasmose ocular. No caso de
retinocoroidite toxoplasmica recorrente, a presenca de células T policlonais é
considerada especifica para tal forma, principalmente na analise do humor vitreo
(CARMO et al., 2005; COMMODARO et al., 2010; FERON et al., 2001).

Na toxoplasmose humana, o olho (Figura 3) é o 6rgdo mais afetado quando
da ocorréncia de toxoplasmose congénita, e a retina € o componente do globo
ocular mais frequentemente acometido. O mecanismo pelo qual o protozoario
acessa a retina é alvo de muitos estudos. Segundo Furtado et al. (2013), o
protozoario acessa a retina a partir da circulacdo sanguinea, na forma de taquizoitos
ou parasitando células como os leucécitos. O T. gondii movimenta-se através da
retina (Figura 4), a partir da camada nuclear externa até camadas mais internas.
Essa forma infectante (taquizoito) também pode invadir e degenerar os segmentos
externos dos fotorreceptores. O local mais atingido da retina é a camada celular

interna, podendo localizar-se na cabeca do nervo éptico e causar graves danos.
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FIGURA 3. Vista dorsal do globo ocular humano, destacando suas principais estruturas: iris, pupila,
palpebra, esclera, musculo reto superior, tenddo do musculo obliquo superior, lentes, conjuntiva,
musculo reto inferior, misculo obliquo inferior e nervo dptico. Adaptado de A.D.A.M. Disponivel em: <
http://www.adam.com/ >. Acesso em: 23/03/2014.

A toxoplasmose ocular ativa consiste num foco coagulativo e necroético
localizado na retina. Além disso, pode estar presente uma inflamacéo difusa da
retina e da cordide (HAFIDI & DAOUDI, 2014). Dois tipos de lesdes podem ser
observados. O primeiro € a retinite aguda, com intensa inflamacdo de inicio subito
gue desaparece apés curto periodo. Essa patologia é decorrente da liberacdo de
antigenos durante o processo de invasdo celular, que leva a destruicdo da retina,
além da presenca de hipersensibilidade e inflamacdo aguda local. O segundo é a
retinite crénica, que é progressiva e pode acarretar a perda total da visdo, devido a
cicatrizacao e posterior reativacédo das lesdes (Figura 5).
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FIGURA 4. Estrutura da retina de mamifero. E mostrada sua composicdo em cinco (5) camadas, de
baixo para cima (sentido de exposicéo a luz): camada de células ganglionares (ganglion cell layer);
camada plexiforme interna (inner plexiform layer); camada nuclear interna (inner nuclear layer);
camada plexiforme externa (outer plexiform layer); camada dos fotoreceptores (receptor
terminals), e seus principais tipos celulares: células parasol (parasol cells); células ands (midget
cells); células biestratificadas pequenas (small bistratified cell); corpo celular de células pequenas
(small bodied inner cell); células amacrinas (amacrine cells); células bipolares (on/off-diffuse
bipolars e on/off-midget bipolars) e os fotorreceptores cones (cone) e bastonetes (rod). Fonte:
LEE, 2004.

Os taquizoitos tém predilecdo por certos tipos celulares da retina, por
exemplo, as células ganglionares. A forma como ocorre essa a invasdo € bem
peculiar. O processo de invasao inicia-se com a transposicao das monocamadas
endoteliais e epiteliais, e da barreira hematorretiniana através do deslizamento
suave da forma infectante. Essa motilidade da forma infectante é dependente de
uma proteina estrutural, a actina, e tal motilidade é conhecida como “glining”. Em
seguida, ocorre a adesdo a superficie da célula para posterior penetracdo e
formacdo do vacuolo parasitoforo. Embora os neurdnios da retina resistam a
infeccdo, dessa forma protegendo contra a destruicdo retiniana, o rapido
crescimento do taquizoito nas células de Miuller causam dano significativamente
grande a retina humana (FURTADO et al., 2013).
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E importante salientar que muitas vezes ndo somente a presenca do
parasito propriamente dito pode causar lesdes oculares. Muitas vezes, as lesbes
também sao decorrentes de processos inflamatérios autorreativos provenientes da
liberacdo de antigenos. Alteracdes na camada interna e externa da retina podem ser
observadas. Os edemas, por exemplo, é uma dessas alteracbes, e sédo
caracterizados pelo aumento dos espacos intersticiais formando lacunas entre as
células de tais camadas. O parasito pode estar ausente, mas o DNA do parasito
pode ser detectado no infiltrado mononuclear na rede dos vasos sanguineos, e no
humor vitreo (TEDESCO et al., 2007).

FIGURA 5. Lesdo corrioretiniana inativa causada pelo T. gondii, localizada no olho direito do
paciente, com borda hiperpigmentada (seta branca), envolvendo a regido macular observada através
de examinacédo por fundoscopia. FONTE: HAFIDI & DAOUDI, 2014.

Observacdes histologicas em embribes de camundongos gravidas
contaminadas com cistos teciduais sugerem que a presenca de lesbes oculares,
como infiltrado inflamatdrio vitreo e perivascular, ndo sdo manifestacdes tardias da
toxoplasmose ocular (TEDESCO et al., 2007). Através da analise histologica, Norose
et al. (2005), detectaram a presenca de cistos na camada nuclear interna da retina
de camundongos knockout IFN-y infectados com T. gondii, que causaram vasculite
focal dos vasos da retina interna e infiltrado de células mononucleares, dessa
maneira, modificando a arquitetura ao redor da retina.

Em humanos, as complicacdes visuais decorrentes da toxoplasmose ocular
podem ser avaliadas de diversas maneiras. Entretanto, médicos oftalmologistas
aconselham o uso de técnicas néo invasivas, pois ndo causam tanto desconforto ao

paciente. A tomografia de coeréncia Optica (OCT) pode ser utilizada, pois é
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importante para detectar a presenca anormal de fluidos sub-retinianos e areas que
caracterizam atrofia retiniana (MONNET et al., 2009). Outra alternativa importante é
o eletrorretinograma multifocal, um método néo invasivo, valido, confiavel e simples
utilizado tanto em humanos (CARVALHO et al., 2009) como em animais (NOROSE

et al., 2005) para avaliar retinocoroidite toxoplasmica.

2.2. PERDAS VISUAIS EM MALARIA

2.2.1. Malaria

O termo “Doencas Tropicais” surgiu em periodo desconhecido, mas ja era
citado em meados do século XIX, em registros meédicos daquela época. Esta
nomenclatura tornou-se soélida a medida que os microorganismos foram identificados
como causadores de doenca, e seus mecanismos de multiplicacdo e transmisséo
esclarecidos (CAMARGO, 2008).

Segundo a OMS, tais doencas estdo relacionadas principalmente a fatores
socioeconbmicos. E por isso, sdo também conhecidas como doencas tropicais
negligenciadas, uma vez que prevalecem em paises pobres e comunidades
marginalizadas, que na maioria das vezes ndo tém condi¢cdes de implantar uma
politica efetiva de controle, prevencéo e tratamento (CAMARGO, 2008).

A malaria € uma doenca tropical parasitaria sistémica causada por
protozodarios do género Plasmodium, que é transmitida ao homem por vetores
invertebrados do género Anopheles e caracterizada por um quadro clinico onde
predomina a triade febre, calafrio e cefaléia. Sdo cinco as espécies de plasmodios
que infectam o homem: Plasmodium vivax (P. vivax) (GRASSI E FELLETI, 1890),
Plasmodium falciparum (P. falciparum) (WELCH, 1897), Plasmodium malariae (P.
malarie) (LAVERAN, 1880), Plasmodium knowlesi (P. knowlesi) e Plasmodium ovale
(P. ovale) (STEPHENS, 1922); sendo o P. vivax a forma mais prevalente no Estado
do Pard, seguido pelo P. falciparum (ALEXANDRE et al.,, 2010; HALDAR &
MOHANDAS, 2009; SABBATANI, FIORINO & MANFREDI, 2010).

Existem formas graves da malaria que podem, em funcdo de uma baixa
resisténcia do hospedeiro ou de uma maior viruléncia do parasito, evoluir & ébito.
Uma delas € a malaria cerebral (POSTELS & BIRBECK, 2011). Em areas de alta
endemicidade, gestantes e criancas com menos de cinco anos sao mais

susceptiveis a malaria grave. Nas de baixa endemicidade, qualquer individuo
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infectado € susceptivel a apresentar formas complicadas da doenca (BRASIL, 2005).
Sendo que a endemicidade da maléaria, leva em consideracdo o indice esplénico
versus areas de risco (N°. de laminas positivas para o plasmédio por 1.000
habitantes). A figura 6 mostra o indice parasitario anual (IPA) no Brasil, em 2010
(BRASIL, 2005).

O ciclo de vida deste protozoario € do tipo heteroxeno (Figura 7), ou seja,
ocorre em dois hospedeiros. No hospedeiro vertebrado, o homem, onde ocorre a
fase assexuada, e em um hospedeiro invertebrado, a fémea do mosquito Anopheles,
onde ocorre a fase sexuada (CDC, 2014; ALEXANDRE et al., 2010; HALDAR &
MOHANDAS, 2009; LEAO, 1997; http://repositorio.ufpa.br/ispui/handle/2011/3616).

Risco IPA Yy A 7
Regidao Amazonica :Ll:\
—
Sem transmisséo
Baixo risco (n=323)
B vedio risco (n=80)
- Alto risco (n=€7)

Figura 6 . Mapa do Brasil destacando as areas de risco para ma[éria baseado nos diferentes niveis de
incidéncia parasitaria anual (IPA). FONTE: MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2010.
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Figura 7. Ciclo de vida do Plasmodium. Durante a picada da fémea do mosquito do género
Anopheles, no momento do repasto sanguineo, formas esporozoitas do plasmddio séo inoculados no
hospedeiro vertebrado (1). Apds penetrar no organismo e ganhar o sistema porta, essas formas,
cerca de 30 — 60 minutos depois, chegam ao figado e invadem os hepatécitos, onde evoluem. Uma
vez nos hepatécitos, os esporozoitos se diferenciam em trofozoitos pré-eritrociticos (2), que irdo se
reproduzir assexuadamente (esquizogonia) e dardo origem aos esquizontes teciduais, que evoluirdo
a milhares de merozoitos (3), caracterizando a primeira fase do ciclo, também conhecido como exo-
eritrocitico, pré-eritrocitico ou tecidual (A). Quando da ruptura dos esquizontes e invasao das
hemacias pelos merozoitos, da-se inicio ao ciclo eritrocitico (4) (B). Apos penetrar nos glébulos
vermelhos do sangue, cada merozoito transforma-se em trofozoito maduro (forma anelar) e este em
esquizonte (5). Essa transformacgéo que ocorre dentro das hemacias se da por esquizogonia, dando
origem aos merozoitos, que se multiplica por divisdo binaria, acelerando a destruicdo e ruptura das
hemacias, liberando os novos merozoitos na corrente sanguinea, para em seguida invadirem novos
glébulos vermelhos, reiniciando o ciclo (6). Depois de certo tempo, apds algumas geracdes de
merozoitos sanguineos, um numero consideravel de formas se diferencia em gametdcitos (7),
estagios sexuados, que ndo mais se dividem e seguirdo o seu desenvolvimento no mosquito vetor.
Os gametdcitos, masculino (microgametas) e feminino (macrogametas), séo ingeridos pelo mosquito
durante o repasto sanguineo (8). Essa fase de multiplicacdo do parasito é conhecida como ciclo
esporogobnico (C). Ap6s a ingestdo dos gametécitos masculino e feminino, no estdmago do mosquito,
vai haver a penetragdo do microgameta no macrogameta, e posterior formacéo do zigoto (9). Os
zigotos, por sua vez, ganhardo uma forma alongada e motilidade (oocinetos) (10) que irdo invadir a
parede onde se desenvolverdo em oocisto (11). Os oocistos crescerdo de tal forma a causa sua
ruptura e liberagdo dos esporozoitos (12), que ganhardo o caminho das glandulas salivares do
mosquito. A inoculacdo de esporozoitos (1) em um novo hospedeiro dard inicio a um novo ciclo.

Disponivel em: < http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/ >. Acesso em 13/11/2013.
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O diagnostico da maléria é realizado através da demonstracdo do parasito
em amostras de sangue total, pelo método da gota espessa, onde através da
coloracdo com o azul de metileno e Giemsa é possivel visualizar a morfologia e o
estagio de desenvolvimento do parasito, dessa forma possibilitando a diferenciacéo
especifica. E pelo método do esfregaco delgado, que apesar de possuir baixa
sensibilidade, apresenta facilidade e seguranca, pois permiti diferenciar
especificamente os parasitos, a partir da analise da sua morfologia e das alteracdes
provocadas no eritrocito infectado. Também é feito o diagndstico pela pesquisa de
antigenos no sangue periférico (MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 1998; 2005).

O tratamento da malaria € realizado levando-se em consideracdo a faixa
etaria do paciente ou ajustada ao peso do paciente (primaquina), cujo objetivo é
garantir a eficacia e a baixa toxicidade. O tratamento € orientado e disponibilizado
gratuitamente em todas as unidades do Sistema Unico de Saude (SUS), em todo
territorio nacional (MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2010).

Varias medicacoes sao utilizadas para o tratamento da maléaria, no entanto,
ressalta-se a importancia da especificidade de cada uma, haja vista, que podem agir
em varios pontos chave, dependendo do ciclo evolutivo (Figura 8). Os trés pontos
principais sao: primeiro, interromper a processo de esquizogonia sanguinea, etapa
responsavel pela patogenia e manifestacdes clinicas da doenca; segundo,
destruicdo dos hipnozoitos, que sédo as formas latentes do parasito, formados
durante o ciclo tecidual; e finalmente o terceiro ponto, interromper a transmisséo do
parasito, através do uso de drogas que impecam o desenvolvimento dos
gametocitos, formas sexuadas do parasito (BASSAT, 2011; WELLS et al., 2010).

O tratamento precoce e adequado é hoje a base para o controle da doenca.
Antes do surgimento da resisténcia do P. falciparum a cloroquina, esta droga era
utilizada para as quatro espécies de plasmaodios que parasitam o homem. Hoje, além
da cloroquina, o P. falciparum apresenta resisténcia a diversos outros antimalaricos,
tornando o seu tratamento um dilema para o meédico e um desafio para as
autoridades de saude responsaveis pelo controle da maléaria. Este medicamento tem
acao esquizonticida para todas as espécies e gametocitocida para P. vivax e P.
malariae (MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2010; MANUAL DE TERAPEUTICA
DA MALARIA, 2001).
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Figura 8. Ciclo de vida do P. vivax e os locais de acao dos diferentes medicamentos antimalaricos. A
— Estagios ndo dormentes no figado:  8-aminoquinolonas (primaquina, tafenoquina*), Atovaquona-
proguanil* e proguanil*. B — Estagios dormentes no figado: 8-aminoquinolonas (primaquina,
tafenoquina*). C — Estagios de gametdécitos: ACT'’s, quinina, cloroquina, mefloquina, amodiaquina,
8-aminoquinolonas (primaquina, tafenoquina). D — Estagios sanguineos: ACT'S, cloroquina,
mefloquina, primaquina, doxicidina, clindamicina. (a) Mosquitos inoculam esporozoitos. (b) Mosquitos
ingerem gametécitos. 1 Esporozoitos, 2 Gametdcito masculino (microgameta) e feminino
(macrogameta), 3 Gametdcitos imaturos, 4 Trofozoito, 5 Esquizonte, 6 Ruptura do esquizonte, 7
Reticulocitos, 8 Trofozoitos em anel, 9 Merozoitos na corrente sanguinea, 10 Hipnozoitos, 11
Merosomo e 12 Ruptura dos merosomos. * Nao disponivel comercialmente. ** Atividade limitada
como monoterapia (terapia combinada com outras medicag¢fes). Fonte: Adaptado de BASSAT et al.,
2011.

O esquema curto de tratamento recomendado para malaria ndo complicada,
para adultos e criancas, é mostrado na tabela 1.
Tabela 1. Esquema de tratamento das infec¢cdes pelo P. vivax ou P. ovale com

cloroquina (150 mg) em 3 dias e primaquina (5 mg e 15 mg, infantil e adulto,

respectivamente).
Numero de comprimidos por medicamento por dia
1° dia 2° dia 3°dia 4° - 7° dias
Idade/Peso ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
Cloroquina Primaquina Cloroquina Primaquina Cloroquina Primaquina Primaquina
INFANTIL INFANTIL INFANTIL INFANTIL
6 ‘51_19”1(8;85 % 1 Y 1 Ya 1 v
1-3anos . N
10- 14 Kg 1 2 Ya 1 Ya 1 1
4 -8 anos
15— 24 Kg 1 2 1 2 1 2 2
Idade/Peso Cloroquina Primaquina Cloroquina Primaquina Cloroquina Primaquina Primaquina
ADULTO ADULTO ADULTO ADULTO
9 - 11 anos
25 34 Kg 2 1 2 1 2 1 1
12 — 14 anos
35— 49 Kg 3 2 2 2 2 2 1
=15 anos
>50 Kg 4 2 3 2 3 2 2

FONTE: Manual de terapéutica da malaria. Ministério da Saude, 2001.
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2.2.2. Malaria ocular

As alteragdes visuais no transcorrer de infecgbes malaricas ndo estédo
ausentes, e sdo, em raros casos, amaurose malarica, paralisia do nervo motor,
nevralgia do trigtmeo com repercussdes oftalmicas e cegueira cortical, até
alteracdes mais frequentes como: branqueamento retiniano, exsudatos algodonosos,
edema de papila e hemorragias retinianas, sendo estas Ultimas consideradas um
sinal frequente de infec¢cdo por P. falciparum, principalmente em areas de alta
endemicidade (MACCORMICK et al., 2014; BEARE et al., 2011).

Também chamada de retinopatia malarica ou malaria ocular, essas
alteracdes visuais, variam de acordo com a espécie do plasmédio envolvido na
infeccdo, e dessa forma, o tipo de infeccdo malarica que acomete 0s pacientes.
Estudos mostram que as manifestacfes retinianas estdo presentes, principalmente,
em infeccdes pelo P. falciparum, na maléaria grave (BOIVIN et al., 2011; SAYEED et
al., 2011; POSTELS & BIRBECK, 2011), entretanto, ndo pode-se excluir a presenca
dessas alteracbes em infec¢des por P. vivax (LEE et al., 2010).

As primeiras descricbes das caracteristicas da retinopatia malarica foram
realizadas por Lewallen et al. (1993), em pacientes acometidos pela malaria grave
em Malawi e consiste de sinais como: opacificagdo ou branqueamento retiniano,
alteracbes nos vasos retinianos, especificos da malaria grave; hemorragias
retinianas e papiledemas (BEARE et al., 2004; 2011; ESSUMAN et al., 2010).

A opacificacdo ou branqueamento retiniano (Figura 9) pode afetar a macula
(branqueamento macular) ou regides mais periféricas (branqueamento periférico). E
uma opacificagdo desigual da retina, resultante da hipdxia celular, ou seja, baixo teor
de oxigénio nas camadas retinianas. Esse quadro ocorre devido o sequestro
intravascular de eritrocitos parasitados pelo plasmédio. O parasito metaboliza o
oxigénio e a hemoglobina, causando desoxigenacgdo ou hipdxia, levando & edema
intracelular. Pode ocorrer também por liberagdo de produtos toxicos produzidos pelo
parasito como as glicosilfosfatidilinositol (GPI), aumento da concentracdo de
citocinas como o TNF-a, e outros fatores locais como o 6xido nitrico (BEARE et al.,
2004; 2006; 2009; 2011; SILVA et al., 2003).
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Figura 9. Branqueamento ocular (seta preta), causado por hipdxia, em uma crianca com infeccéo
malarica por P. faciparum, malaria grave, observado através de fundoscopia. FONTE: Beare et al.,
2004.

A mudanca nos vasos sanguineos da retina (Figura 10) inclui alteracbes na
coloracdo dos mesmos, para alaranjada ou branca. A patogénese consiste no
sequestro de eritrocitos parasitados com formas adultas do parasito para os
microvasos por citoaderéncia. A hemoglobina que é responsavel pela cor vermelha
das hemacias é consumida pelo plasmddio, dessa forma, modificando a cor dos
vasos devido a pouca quantidade de hemoglobina. Outros dois sinais, menos
especificos, que também podem estar presente em outras patologias, sdo: as
hemorragias retinianas (Figura 11), que consistem de lesdes hemorragicas ovaladas
e palidas localizadas na retina, assemelhando-se com as manchas de Roth; e o
papiledema, que € o inchaco do disco éptico causado por uma pressao intracraniana
aumentada (BEARE et al., 2006; SCHEMANN, 2002; SILVA et al., 2003).

Segundo a OMS, o diagnoéstico da maléaria cerebral no paciente é realizado
baseando-se na presenca do P. falciparum em amostra de sangue,
comprometimento da consciéncia ou anemia grave. O que caracteriza a sindrome
malarica grave sdo a presenca de maléria cerebral, anemia grave e dificuldade
respiratdria ou acidose metabdlica. Estudos em pacientes com malaria cerebral
mostram associacdo entre edema retiniano extramacular e papiledema,
acompanhado de aumento da mortalidade nesses pacientes (BEARE et al., 2004;
ESSUMAN et al., 2010; JOSHI et al., 2012).
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Figura 10. Alteracdo da cor dos vasos retinianos (alaranjado ou branco) em uma crianga com
infeccdo malarica por P. falciparum, malaria grave, observado através de fundoscopia. Fonte: BEARE
et al., 2004.

Figura 11. Presenca de lesdes hemorragicas retinianas com forma ovalada, em uma crianga com
infeccdo malarica por P. falciparum, maléria grave, observado através de fundoscopia. Ressaltando
que esta alteracdo ndo € especifica da malaria grave, podendo estar presente em outras
enfermidades. Fonte: BEARE et al., 2004.
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Hoje se sabe, através de varios estudos, que a retinopatia malarica é
exclusiva da maléria grave, e por isso a detec¢do de sinais retinianos € um forte
candidato para uso como teste diagnostico definitivo na malaria cerebral,
principalmente em areas de alta transmissao, onde ha prevaléncia de parasitemia
assintomatica. Entretanto, é possivel observar na literatura trabalhos que relacionam
hemorragias retinianas e infeccado pelo P. vivax (BEARE et al, 2004, 2006, 2009,
2011; LEWALLEN et al., 2008).

Através do uso de técnicas como a angiografia fluorescente e tomografia de
coeréncia optica (OCT) de dominio espectral foi descrito o 6° caso de lesdes
retinianas, especificamente exsudatos algodonosos, associados a infeccao pelo P.
vivax. Esse tipo de alteragdo ocorre devido a uma desordem no transporte axonal
decorrente de uma isquemia localizada na retina, causando problemas na

microcirculacéo (LEE et al., 2010).

2.3. PERDAS VISUAIS DECORRENTES DA EXPOSICAO A
CLOROQUINA

2.3.1. Cloroquina

Este farmaco (Figura 12) foi sintetizada durante a 22 Guerra Mundial, por
Hans Andersag, no laboratério Bayer Farbenindustrie, € derivada da 4-
aminoquinolona (ROSENTHAL et al., 2003). Inicialmente foi considerada muito
toxica para ser utilizado em humanos, no entanto, foi reconhecida como uma arma
poderosa para tratamento e profilaxia da maléria, além de doencgas crbnicas de
autoregressdao, como a artrite reumatdide, lUpus eritematoso discéide ou
disseminado, porfiria cutanea, urticaria solar, e outras afeccdes dermatologicas
(SILVA & SILVA, 2009). Apresenta-se sob forma de sal solluvel (difosfato de
cloroquina), tem massa molecular relativa de 320, nomenclatura 7-Cloro-4-(4-
dimetilamino-1-metilbutilamino) quinolina, e formula molecular de C18H26CIN3
(GOUVEIA et al., 2007).
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Figura 12. Estrutura quimica do antimalarico cloroquina. Fonte: CUNICO et al., 2008.

A cloroquina é um antimalarico empregado ha mais de 300 anos, sendo o
anico tratamento utilizado até o século XX para terapéutica e profilaxia de todos os
tipos de maléaria, uma vez que, apresenta alta eficacia contra as formas sanguineas
do Plasmodium, baixa toxicidade, acompanhada de baixo custo (WHO, 2010).

Os parametros farmacocinéticos da cloroquina, medicamento obtido a partir
da quinina, apresentam ampla variabilidade individual, no entanto, em geral apés a
administracdo oral deste medicamento, sabe-se que ele € rapidamente absorvido
pelo intestino delgado, aproximadamente 2-4 horas. Apresenta 74% de
biodisponibilidade média e, logo apds 30 minutos de sua ingestao, sua concentracao
plasmatica é superior aquela considerada efetiva minima terapéutica, quando
considerada a ingestdo em dose Unica de cerca de 10mg/kg. Além do mais, o
equilibrio dos niveis plasmaticos é encontrado com quatro semanas de uso
(MOORE et al., 2011).

Distribui-se amplamente pelo organismo, depositando-se nos eritrocitos,
cujos niveis tendem a se elevar quando estdo parasitados, e em outros tecidos
como o figado, baco, pele, pulmbes, rins, olhos, glandulas adrenais e pituitarias.
Quando utilizada por mulheres gravidas atravessam a placenta e estao presentes no
leite materno em menos de 1% da dose oral diaria administrada (LACAVA, 2010;
KARUNAJEEWA et al., 2008).

Segundo Moore et al. (2011), as concentra¢cdes de cloroquina nos glébulos
vermelhos séo aproximadamente trés vezes superiores no plasma, havendo também
consideravel concentracdo nos leucdécitos e plaquetas. As concentra¢cdes no sangue
total sdo seis a dez vezes mais altas do que as concentracdes plasmaticas. As
concentracfes no liquido céfalo-raquidiano sdo baixas, e correspondem a 2,7% das

concentracfes no sangue total (MOORE et al., 2011).
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A cloroquina possui baixa ligacao as proteinas plasméticas, correspondendo
a cerca de 60%. No figado, é parcialmente convertido em metabdlitos etilados,
através da rapida biotransformacdo que tem a participagcdo das enzimas do
citocromo P450. Este farmaco sofre perdas sucessivas dos grupamentos etilicos
terminais de sua estrutura molecular, seguida do outro remanescente, dando origem
primeiramente a desetilcloroquina e, em seguida a bisdesetilcloroquina, que sao
depuradas de forma lenta, com meia-vida de 20 — 60 dias (KARUNAJEEWA et al.,
2008; MOORE et al., 2001).

A excrecédo da cloroquina pode ocorrer pelas fezes, de forma inalterada,
enquanto que a eliminacdo renal pode durar em torno de 3 — 6 meses, ou seja,
lentamente. Também pode ocorrer excre¢ao por via biliar. Na urina, cerca de 10 —
25% da dose diaria administrada pode ser detectada (MOORE et al., 2011). O tempo
médio de vida até eliminacdo terminal (semi-vida da eliminacdo terminal) da
cloroquina é de aproximadamente 1 — 2 meses, especificamente cerca de 50 dias
para o sangue total e 32 dias para o plasma (MOORE et al., 2011).

Nos olhos, deposita-se em todos os tecidos com melanina, podendo causar
alteracdes na iris, cordide e principalmente no epitélio pigmentado da retina (EPR).
Ha relato de achados de tracos de cloroquina no plasma, eritrocitos e urina em
individuos com retinopatia, apdés cinco anos de interrupcdo da droga (LACAVA,
2010). Sua meia-vida aumenta proporcionalmente a dose (GOUVEIA et al., 2007).

2.3.2. Modelos de intoxicacdo aguda com cloroquina na retina

O uso continuo da cloroquina pode levar ao desenvolvimento de efeitos
adversos, dentre eles a degeneracdo macular. Entretanto, alguns fatores sé&o
determinantes, tais como: dose diaria ingerida e dose total ingerida, e o tempo de
duracdo do tratamento. Dependendo do tempo de uso, o tratamento pode ser
caracterizado como agudo ou cronico (MARMOR et al., 2011).

A quantidade (dose) de cloroquina prescrita € variavel, e depende de qual
patologia a mesma foi prescrita. Nas doencas reumaticas, na artrite reumatoide a
dose recomendada é de 250 mg/dia (até 6mg/kg/dia), com duracdo de tratamento
variando de 3 meses até 2 anos (MOTA et al., 2012); nas manifestacdes cutaneas e
articulares do IUpus eritematoso sistémico, recomenda-se 0 mesmo esquema
utilizado para a artrite reumatéide (SATO et al., 2002). Em casos de ocorréncia da

porfiria cutanea, baixas doses de cloroquina séo utilizadas, variando de 125 — 250
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mg duas vezes por semana, dependendo da recomendacdo médica (VIEIRA &
MARTINS, 2006). J& nas infec¢bes pelo plasmédio causador da malaria, a posologia
do tratamento varia conforme a idade e peso do paciente. Em criancas com até
24kg, a dose pode variar de 150 — 400 mg, e pacientes acima deste peso, recebem
uma dose que pode variar de 900 — 1500 mg, durante o periodo de tratamento ao
longo do prazo de trés (3) dias (BRASIL, 2001, 2010).

Para tentar demonstrar os efeitos do uso da cloroquina no sistema visual,
muitos trabalhos ja foram publicados (HOBBS et al., 1959; BERTAGNOLIO et al.,
2001; CARVALHO et al., 2013; EASTERBROOK, 1988; FERRERAS et al, 2007).
Todavia, estudos detalhados das consequéncias do uso agudo deste farmaco séo
mais dificeis, pois se sabe que as primeiras alteracdes visuais que ocorrem com 0O
uso agudo da cloroquina ndo sao detectaveis através de técnicas nao-invasivas
como a fundoscopia, angiografia fluorescente e a eletrorretinografia. Entretanto,
estudos demonstram que € possivel detectar, através de andlises quimicas, a
quantidade de cloroquina e seus bioprodutos em tecidos com melanina; e com 0 uso
da microscopia eletrébnica observar as principais modificacbes teciduais
(ROSENTHAL et al., 1978).

Em pesquisas realizadas em macacos, onde se administrou cloroquina
agudamente, foi possivel observar, através de andlises quimicas, o acumulo deste
farmaco em estruturas oculares ricas em melanina, como a coroide, iris, corpo ciliar
e epitélio pigmentado da retina. Vale ressaltar a presenca da droga nesses tecidos
pigmentados por longos periodos, mesmo apods a descontinuagédo do uso da mesma
(ROSENTHAL et al., 1978).

Usando a microscopia de luz, estes mesmos autores observaram que as
primeiras alteracdes ocorreram em nivel de células ganglionares, com a presenca de
grandes quantidades de granulos com coloracdo escura localizados no citoplasma
das mesmas, que também puderam ser observados em outros tipos neuronais. Com
0 passar do tempo, cerca de seis meses, essa alteracao se estendeu para a retina,
gue passou a apresentar processos e células densamente granulares. E apds quatro
anos de uso, metade das células ganglionares apresentou aparéncia densa,
compacta, com citoplasma vacuolizado e coloracdo escura (ROSENTHAL et al.,
1978).

A microscopia eletrénica revelou que esses granulos de coloracdo escura

eram, na verdade, corpos citoplasmaticos membranosos (MCBs — membranous
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cytoplasmic bodies), que apresentavam forma de espirais irregulares de membrana
que ndo estavam claramente ligados & membrana e que provavelmente surgiram a
partir do reticulo endoplasmatico. Esses corpos membranosos desapareceram apos
a descontinuacdo da droga, e foram substituidos por numerosos pacotes
lisossomais pequenos e corpos de inclusdo (ROSENTHAL et al., 1978).

Segundo ROSENTHAL et al (1978), os fotorreceptores s6 comecam a
degenerar ap6s um ano da administracdo da cloroquina. As primeiras observagoes
visiveis sdo fragmentos com nucleos picnéticos na camada dos fotorreceptores e
escurecimento dos pediculos dos cones. Apds quatro anos, observaram fragmentos
com nucleos picnéticos mais extensos localizados nos cones e bastonetes.
Degeneracao dos pediculos dos cones da camada plexiforme externa e perda de

fotorreceptores, também foram observados.

2.3.3. Perdas visuais no uso cronico da cloroquina

Os antimalaricos também tém sido utilizados no tratamento de doencas
reumaticas ha mais de um século. Como o periodo de uso dessas drogas € longo,
seu esquema de tratamento € caracterizado como cronico. As drogas mais
importantes e amplamente empregadas sao: a cloroquina e a hidroxicloroquina.
Apesar de um grande numero de efeitos adversos ja descritos na literatura, os
antimalaricos sédo considerados drogas relativamente seguras para aplicacdo em
reumatologia (MARMOR et al., 2011).

Segundo Rodrigues et al. (2009), as vantagens do uso da cloroquina em
pacientes com lUpus eritematoso sistémico, é a minimizacdo da reativacdo da
doenca, melhora no perfil lipidico (colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos), e
diminuicdo dos eventos trombéticos e cardiovasculares. Dessa forma, reduzindo a
mortalidade da populacdo que sofre dessa enfermidade.

Estudos realizados por Rynes (1997) relataram os mecanismos de agéo dos
antimalaricos, entre eles: a possibilidade de influenciar a producdo de auto-
anticorpos, diminuicdo da proliferacao de linfocitos, alteracdo do processamento de
antigenos pelos macréfagos e reducdo da producdo de citocinas. Também foi
proposto um novo mecanismo de acdo dos antimalaricos através da inibicdo dos
receptores “toll-like” (TLRs) (KALIA & DUTZ, 2007).

Os efeitos decorrentes do uso cronico da cloroquina € um tema explorado ha

muito tempo nos grupos de pesquisa. Os principais efeitos adversos incluem
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doencas oculares, gastrointestinais, auditivos, dermatoldgicos, cardiovasculares,
hematolégicos e neuromusculares (MARMOR et al., 2002 B; MARMOR et al., 2011)
Os primeiros relatos de toxicidade ocular surgiram em meados de 1957, com
deteccdo da degeneracdo do epitélio pigmentar retiniano, que mostrou-se a mais
importante doenca téxica do poélo posterior ocular (NETO & MESQUITA, 2009).

Sabe-se que seu uso crbnico pode acarretar degeneracao retiniana
irreversivel que tende a evoluir mesmo apos suspensao da medicacao, tornando-se
um grave e sério problema oftalmologico (ARANA et al., 2010; MARMOR et al., 2002
B, 2011). Essas alteracbes oculares estdo relacionadas, principalmente, a dose
diaria e/ou dose total utilizada no periodo de tratamento (dose cumulativa)
(GOUVEIA et al., 2007; NEBBIOSO et al., 2009).

O mecanismo pelo qual esta droga pode acarretar perdas visuais ndo esta
bem esclarecido, entretanto, como a cloroquina é uma substancia melanotrépica, ela
apresenta grande afinidade pelos ligantes dos granulos da melanina, e por esse
motivo pode quebrar a barreira hematorretiniana, inibir os fosfolipidios lisossomais e
dessa forma interferir no metabolismo do epitélio pigmentar da retina (GOUVEIA et
al., 2007; MADALENA et al., 2012). Secundariamente, pode haver destruicdo das
células da retina pela inibicdo da sintese de proteinas dos fotorreceptores, cones e
bastonetes. A cloroquina pode também acumular-se na iris, cordide e corpo ciliar
(NEBBIOSO et al., 2009; MARMOR et al., 2011).

Os fatores de risco para desenvolvimento de maculopatia, segundo a ultima
revisdo da Academia Americana de Oftalmologia (MARMOR et al., 2011) sdo a
duracdo do tratamento e dose cumulativa, dose diaria, idade, aumento da taxa de
gordura corporal, e presenca de doencas hepaticas ou renais, além de outros fatores
como idade superior a 60 anos, presenca de doenca macular ou retiniana prévia, e
fatores genéticos. Alguns autores sugerem que individuos que apresentam
mutacdes no gene ABCR apresentam aumento da susceptibilidade em desenvolver
retinopatia (GOUVEIA et al., 2007; MARMOR et al., 2002 A).

A dose cumulativa é a quantidade total da droga ingerida, baseando-se no
periodo pelo qual a droga foi usada. Neste, o tempo de uso ndo pode ser superior a
cinco (05) anos, com dose total ingerida ndo ultrapassando 460 g. A dose diaria
ingerida também foi revisada, sendo a toxicidade associada com doses superiores
250 mg/dia, ou maiores que 3 mg/Kg, levando-se em consideracéao o peso ideal em

individuos de baixa estatura. Em pacientes obesos, a maior incidéncia de retinopatia
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justifica-se pelo fato da cloroquina ndo ser absorvida pelo tecido adiposo, e por isso
se depositar no espaco intracelular (RODRIGUES et al., 2009; MARMOR et al., 2002
A; 2011), causando superdosagem ao paciente.

Nebbioso et al. (2009), descrevem em sua revisdo bibliografica as
manifestacdes clinicas associadas ao uso cronico da cloroquina, relatado por
diversos autores. Estas alteracdes podem ser reversiveis, enquanto que outras
podem ser irreversiveis, mesmo com 0 cessamento do farmaco. Dentre as
manifestacdes, cita-se a atrofia e mudancas pigmentares da macula, maculopatia
em olho de boi (bull's eye), mudancas tardias na visao central, depressdo no campo
visual periférico, eventual mudancgas na pigmentacao periférica da retina, atrofia do
nervo Optico, atenuacdo das vesiculas da retina, depodsito intracelular de
nucleoproteinas e secundariamente mudancas no epitélio da cornea, podendo surgir
lesbes como a cornea verticilatta, e alteracfes funcional da visao (dificuldade para
ler, fotofobia, visdo para longe borrada, escotomas no campo visual central e flashes
de luz).

A maculopatia em olho de boi € considerada uma das complicacbes mais
graves, uma vez que é considerada irreversivel. Muitos autores ja descreveram esse
tipo de retinopatia toxica. Silva e Silva (2009), relata um caso de uma paciente que
fez uso de cloroquina por 5 anos, e dose diaria de 250 mg/dia. Ao exame
oftalmoldgico apresentou alteracdes do brilho e reflexo maculares em ambos os
olhos e epitélio pigmentar retiniano dentro dos padrées de normalidade.

A fundoscopia revelou bilateralmente, maculopatia com a fovéola
hiperpigmentada circundada por uma zona anular de hipopigmentacdo, mesclada
com uma fina mobilizacdo pigmentar, configurando o classico aspecto em olho de
boi (Figura 13). Enquanto que o campo visual computadorizado mostrava um denso
extenso escotoma anular central (SILVA & SILVA, 2009).

Outro estudo mostrou também a maculopatia em olho de boi, no entanto,
essa alteracdo soO foi detectada pelo uso da técnica de angiofluoresceinografia. A
paciente deste trabalho apresentou mobilizacdo do epitélio pigmentar retiniano
macular, pela aplicacdo da fundoscopia, enquanto que o campo visual automatizado
revelou importante perda difusa da sensibilidade e escotoma central profundo
unilateralmente. O tempo de uso e a dose total ingerida eram superiores aos valores
preconizados por Marmor et al., 2011 (MARMOR et al., 2011; NETO & MESQUITA,
2009).
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Figura 13. Maculopatia em olho de boi (bull's eye), manifestacdo retiniana freqiientemente observada
em pacientes que fazem uso crénico da cloroquina. Essa maculopatia é caracterizada pela presenca
de uma é&rea hiperpigmentada (fovéola), circundada por uma zona anular de hipopigmentacéo. (A)
Retinografia a cores. (B) Angiofluoresceinografia. Fonte: SILVA & SILVA, 2009.

E importante o estabelecimento de um teste que detecte de maneira precoce
a toxicidade ocular decorrente do uso cronico, ou até mesmo 0 uso agudo, da
cloroquina, dessa forma minimizar a perda visual e proceder ao correto

aconselhamento ao paciente.

2.4. ELETRORETINOGRAFIA MULTIFOCAL (MmfERG)

O eletrorretinograma multifocal € uma técnica baseada em conceitos
eletrofisiolégicos, desenvolvida pelo fisico Erich Sutter (Figura 14) e Duong Tran, em
1992. Desde entédo, tornou-se uma importante ferramenta para investigagao visual,
haja vista que é considerado um método seguro, ndo invasivo, no qual os registros
podem ser realizados em um espaco de tempo relativamente curto (HOOD et al,
2003; MARMOR et al., 2009; SUTTER & TRAN, 1992). O mfERG é uma técnica de
potencial em massa que tem por objetivo mapear funcionalmente varias areas da
retina, para posterior construcdo de mapas topograficos. A construcdo desses
mapas € resultante da soma da atividade elétrica provocada das células da retina
(HOOD et al., 2003; SUTTER & TRAN, 1992).

O estimulo usado nesta técnica consiste de varios elementos com formas
hexagonais dispostos lado a lado, que cobre até cerca de 60° de diametro do campo
visual central (Figura 15). Tais hexdgonos sdo escalonados de acordo com a

excentricidade, ou seja, aumentam de tamanho conforme e distanciam do centro,
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afim de equalizar a resposta através do campo visual. Uma vez que ha grande
diferenca na densidade de neurbnios (cones e bastonete) através da retina (Figura
16). O tamanho dos hexagonos € configurado de forma que as respostas
correspondentes a cada um sejam semelhantes em amplitude (HOOD, 2000;
KEATING et al., 2000; KRETSCHMANN et al., 2000).
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The Field Topography of ERG Components
in Man—I. The Photopic Luminance
Response
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A technique of multi-input systems analysis is used to explore the field topography of ERG responses
1o local luminance modulation. Variations in amplitude and wave form are studied within the central
23°. Outside the fovea, the amplitude appears to follow a simple power law r* as a function of
eccentricity r where x is approximately —2/3. The largest inter-subject variability is found in the
fovea. Some nasal-temporal asymmetry is observed in all subjects with higher response densities in
the temporal field outside the blind spoi. The topography of the luminance response shares ail these
properties with the density of retinal cones.

Electroretinogram  Human  Field Perimetry E h Luminance Photopic
Cones

Figura 14. Fisico Erich E. Sutter (PhD) criador da técnica do eletrorretinograma multifocal, juntamente
com Duong Tran, em 1992. Disponivel em:< http://www.ski.org/Vision/Scientists/sutter.html >. Acesso
em 23/03/2014.

A intensidade luminosa de cada hexagono é modulada independentemente
por uma sequéncia binaria pseudoaleatéria, a sequéncia-m. Essa seqiiéncia é
considerada binaria por ser composta de dois valores, +1 e -1, e pseudoaleatoria
devido seu processo logico de geracdo. O numero de elementos da sequéncia-m é
sempre de 2"-1, onde n é um nudmero inteiro e maior que 0. O programa de
computador responsavel pela estimulacdo 1€ a sequéncia-m em intervalos
constantes de tempo, denominado periodo base (SUTTER, 2000). Quando a
sequéncia-m apresenta valor +1, o hexadgono do estimulo exibe uma luminancia
maxima (alta intensidade luminosa) e caso o valor da sequéncia-m seja -1, o
hexadgono exibird luminancia minima (baixa intensidade luminosa) (Figura 17)
(SCHIMITZEK & BACH et al., 2006; HOOD, 2000; YOSHII et al., 2000).
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T * N Retina esquerda

Figura 15. (A) Conjunto de 103 elementos hexagonais utilizados como estimulacédo para obter-se
respostas eletrorretinogréficas. Observar que 0s hexagonos centrais sdo menores quando
comparados aos mais periféricos. (B-C) Projecdes do estimulo sobre a retina direita e esquerda,
respectivamente. As areas em destaque (em tons de cinza) indicam os hexagonos que se projetam
sobre a provavel localizacédo do disco optico. Fonte: CARVALHO et al., 2011.
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Figura 16. Distribuicdo dos fotorreceptores na retina, o que justifica o escalonamento dos hexagonos
do estimulo visual. Os cones apresentam maior densidade na retina central (fovea) enquanto os
bastonetes apresentam maior densidade em excentricidades de aproximadamente 20°desde a fovea.
Na cabeca do nervo 6ptico (CNO) ndo ha fotorreceptores.
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Figura 17. Sequéncia-m bindria, ou seja, composta de dois valores +1 e -1, que comanda a
intensidade luminosa do estimulo. Quando a seqiiéncia-m apresenta valor +1, o hexagono de
estimulo exibe uma luminancia maxima, e quando o valor da seqiiéncia-m é -1, o hexagono exige
luminancia minima. Fonte: CARVALHO et al., 2011.

ApoOs a apresentacao do estimulo, que pode ser composto de 37, 61, 103 ou
241 hexagonos dependendo do objetivo do pesquisador, um registro
eletrorretinogréfico continuo € obtido. Deste Unico registro continuo € derivado um
conjunto de respostas para cada um dos hexagonos que constituem o estimulo, que
podem ser utilizados para confeccionar os mapas topograficos (Figura 18). A essas
respostas da-se o nome de componentes lineares (kernels), os quais podem ser de
primeira ou segunda ordem (FOK — First order kernels ou SOK — Second order
kernels) (OYAMADA, 2007). Obtém-se a extracdo dos componentes de primeira
ordem através da correlacdo cruzada entre o registro continuo e uma sequéncia
derivada da sequéncia-m (SUTTER, 2000). A sequéncia derivada da sequéncia-m
recebe valores + 1 ou -1 no momento da primeira amostragem de cada periodo base
(BP) e zeros em todos os outros pontos (Figura 18) (SUTTER, 2000; SUTTER &
TRAN, 1992).

As respostas unitarias obtidas, seguido da estimulacdo visual sao
representadas em formas de ondas bifasicas constituidas por uma deflexdo negativa
inicial, chamada de N1, seguida de um pico positivo, chamado de P1l, e uma
segunda deflexdo negativa, chamada de N2, apds o pico positivo (Figura 19) (HOOD
et al., 2008; LAI et al.,, 2007). Desse complexo N1-P1-N2 é possivel medir a
amplitude (1V) e o tempo implicito (ms). (SUTTER & TRAN, 1992).
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Figura 18. Conjunto de 103 respostas eletrorretinograficas (mMfERG) obtidas de um sujeito controle
saudavel. (A) Sinais bioelétricos obtidos da retina esquerda. (B) Grafico de densidade de resposta.
Na regido nasal a area em azul de menor amplitude corresponde a papila do nervo 6ptico. N, nasal,
T, temporal, S, superior, |, inferior. Fonte: CARVALHO et al., 2011.

A diversidade de estudos relacionados a técnica multifocal € muito grande, e
o foco das pesquisas tém sido heterogéneo, desde as principais contribuicdes
celulares para as respostas do mfERG até a aplicabilidade da técnica. Segundo
HOOD et al. (2002), em estudos realizados em primatas ndo humanos (Macaca
mulatta), o inicio da deflexdo negativa N1 recebe influencia das células bipolares
OFF, além dos fotorreceptores e retina interna, entretanto em menor intensidade.
Antes de ser alcancado o valor madximo da deflexdo negativa N1, este componente
recebe forte influéncia das células bipolares ON.

Em relacdo ao componente P1, a porcdo inicial desse pico positivo é
influenciado pela despolarizacdo das células bipolares ON e hiperpolarizagdo das
células bipolares OFF. Contudo, apés as células bipolares OFF atingirem seu pico
maximo, o pico P1 é afetado pela despolarizacdo de ambas células bipolares ON e
OFF. Finalizando o processo de formacédo do componente P1, a parte final do pico
positivo recebe ampla contribuicdo da repolarizagdo das células bipolares ON, com
alguma da repolarizacdo das células OFF e retina interna. O pico Plocorre entre o
tempo do pico da contribuicdo das células bipolares OFF e ON (HOOD et al., 2002;
KRETSCHMANN et al., 2000).
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Figura 19. Onda bifasica do registro do kernel de primeira ordem do eletrorretinograma multifocal
obtido de um individuo saudavel, com destaque para o intervalo de sinal, onde se observa a presenca
do complexo N1-P1-N2. Deflexdo negativa inicial (N1), seguido de um pico positivo (P1) e uma
segunda deflexdo negativa (N2). Fonte: CARVALHO et al., 2011.

O uso da técnica do eletrorretinograma multifocal € indicado no que se refere
a avaliacdo da funcdao retiniana de pacientes que sofrem de alguma moléstia visual,
uma vez que essa funcdo pode ser afetada por danos que ocorram em sua
estrutura, que dependendo do local, refletem alteragcbes na forma de onda do
MfERG. Algumas doencgas causam danos no segmento externo dos cones, 0 que
reflete na reducdo da amplitude do pico positivo P1, podendo atrasar de forma
moderada o tempo implicito. Danos na camada plexiforme externa podem fazer com
que a amplitude de resposta seja aumentada e o tempo implicito sofra um atraso
(BEREZOVSKY et al., 2004; HOOD et al., 1998, 1999).

De forma geral, qualguer que seja o dano no receptor que resulte na
destruicdo da célula, ou que reduza de forma significante as respostas das células
bipolares ON e OFF, fazem com que a amplitude de resposta do mfERG diminua ou
aumente, respectivamente, enquanto que o tempo implicito pode atrasar
moderadamente. Danos a camada plexiforme interna podem fazer com que ocorram
alteracdes na transmissao sinaptica e, consequentemente, haja um pequeno atraso
no tempo implicito (MARMOR et al., 2004).

Com o passar do tempo, o eletrorretinograma tém ganhado grande
importancia em é&reas de pesquisa e clinica oftalmolégica. Entretanto, a

interpretacdo correta de seus resultados é fator decisivo para aceitagcdo ou nao das
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respostas, haja vista que pequenas alteracdes na laténcia ou na amplitude podem
ser significativas. Para OYAMADA (2007), fatores intervenientes como: fixacéo
excéntrica ou inconsistente, movimentacdo dos olhos, contracdo do musculo
orbicular e/ou da musculatura cervical, posicionamento da palpebra superior e cilios,
corregdo inadequada, ndo transparéncia adequada do eletrodo corneano (quando
for o caso), deslocamento ou mau posicionamento do eletrodo, e outros, podem
causar erros na interpretacdo dos resultados obtidos, dessa forma, levando a erros
de conduta. Questbes relacionadas as condicbes de pré-adaptacdo, como
iluminacdo do ambiente, podem ter efeito nas respostas do mfERG (CHAPPELOW &
MARMOR, 2002).
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3. OBJETIVOS

Dois trabalhos paralelos foram desenvolvidos durante a vigéncia do curso de
doutorado, justificando a presenca dos dois objetivos gerais listados abaixo.

3.1. OBJETIVO GERAL 1

Validar um método confiavel para identificar a razéo sinal-ruido (SNR) 6tima
gue nos permita classificar respostas eletrorretinograficas de registros obtidos
através do mfERG como registros com amplitude normal, registros com amplitude
diminuida ou registros com auséncia de sinal e testar esta método em pacientes

com toxoplasmose ocular.

3.2. OBJETIVO GERAL 2

Investigar os efeitos do uso agudo da cloroquina através da comparacéao de
respostas eletrorretinograficas de registros obtidos através do mfERG do grupo
controle e pacientes com maléaria, infectados pelo P. vivax, que receberam o

tratamento preconizado pelo Ministério da Saude, Brasil.

3.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.3.1. Objetivos especificos 1

« Calcular a razdo da amplitude RMS de respostas eletrorretinograficas
do grupo controle saudavel;

%  Determinar a razdo da amplitude RMS 6tima para fazer a discriminacéo
entre registros com amplitude normal daqueles registros em que o sinal esta
ausente, atenuado e sob diferentes niveis de atenuacéo.

« Validacdo do método com a sua aplicacdo em casos de pacientes com

toxoplasmose ocular que apresentam diferentes graus de perda visual.
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3.2.2. Objetivos especificos 2

s Estimar a dose cumulativa total de cloroquina ingerida pelo paciente
infectado pelo P. vivax durante o tratamento.

« Medir a amplitude dos componentes N1, P1 e N2 dos seis anéis
concéntricos, obtidos através do eletrorretinograma multifocal nos pacientes
infectados pelo P. vivax, que fazem uso da cloroquina.

« Medir o tempo implicito dos componentes N1, P1 e N2 dos seis anéis
concéntricos, obtidos através do eletrorretinograma multifocal nos pacientes
infectados pelo P. vivax, que fazem uso da cloroquina.

% Comparar os resultados obtidos dos componentes N1, P1 e N2 dos
pacientes usuarios de cloroquina com o grupo controle saudavel.

« Observar se ha correlacdo entre a amplitude das respostas do mfERG

com a dose cumulativa total ingerida pelo paciente.
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4.  MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL E METODOS RELACIONADOS AO OBJETIVO 1

4.1.1. Obtencao dos registros eletrorretinograficos utilizados para o
procedimento de desenvolvimento do método que sera utilizado para
classificacdo das respostas eletrofisiologicas

Foram registrados mfERG’s de dez (10) sujeitos saudaveis, com idade
média de 25,4 + 3,5 anos, cinco (05) homens e cinco (05) mulheres. A acuidade
visual dos individuos foi aferida pelo autorrefratdmetro (Humphrey Systems, ZEISS)
e quando necesséario, foi corrigida por lentes dioptricas para o valor de 20/20.
Nenhum dos voluntérios apresentou historico de doencas infecciosas, vasculares,
visuais ou neurodegenerativas. Todos os procedimentos estavam de acordo com a
Declaracéao de Helsinki, e os participantes deste trabalho, antes do inicio dos testes,
foram esclarecidos sobre os objetivos do estudo e da divulgacdo dos resultados, e
concordaram com o termo de livre consentimento (APENDICE 1) que foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) envolvendo seres humanos, do Ndcleo de
Medicina Tropical da Universidade Federal do Par4, Brasil (protocolo N°. 057/2008,
ANEXO 1), de 26 de novembro, seguindo a resolucdo 196/66 do Conselho Nacional
de Saude do Brasil.

Os registros foram gerados pelo sistema VERIS Science v6.0.5d (Electro-
Diagnostic, EDI, San Mateo, California), e foram compostos por um arranjo de 103
elementos hexagonais pretos e brancos, cobrindo aproximadamente 45°x45° de
campo visual. Este estimulo foi mostrado em uma microcamera colorida (FMS I,
EDI), com uma taxa de amostragem de 60 Hz e resolucdo espacial de 1280 x 1024
pixels, controlados por um computador. A microcamera foi posicionada em frente ao
olho do sujeito, e a distancia optica entre o olho e o estimulo foi ajustada até que
fosse encontrado o melhor foco. O protocolo usado estava de acordo com o guia da
Sociedade Internacional de Eletrofisiologia Clinica da Visdo (ISCEV - International
Society of Clinical Electrophysiology of Vision).

Os hexagonos foram escalonados de modo excéntrico para equalizar a
amplitude de resposta através do campo visual, de acordo com a ISCEV (HOOD et
al., 2008). A modulacao da luminéncia temporal para cada hexagono foi controlada

por um ciclo completo de uma mesma seqiiéncia-m binaria, composta com 2*°-1
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elementos (SUTTER & TRAN, 1992). O estado +1 e o0 estado -1 da sequéncia-m
binaria representam o periodo flash (branco) e néo flash (preto), respectivamente. O
ciclo completo de estimulacao teve a duracdo de 4 minutos e 33 segundos, divididos
em 8 segmentos cada qual com 34,13 segundos. A luminancia dos estimulos
hexagonais pretos foi de 0 cd/m? (luminancia residual do monitor) e dos brancos 200
cd/m?. Uma cruz central vermelha em forma de x, correspondendo a 1°de angulo
visual, foi usado como ponto de referéncia e a fixacdo do olho foi monitorada durante
a estimulacdo visual por uma camera infravermelha localizado no interior do
estimulo. Os registros foram realizados em sala com luz ambiente (CHAPPELOW &
MARMOR, 2002).

Antes do inicio dos registros eletrofisioldgicos, anteriormente a colocagéao do
eletrodio, as pupilas dos voluntarios foram dilatadas utilizando-se os midriaticos:
tropicamida 1% (Mydriacil, Alcon), duas gotas e cloridrato de fenilefrina 10%
(Fenilefrina, Allergan), duas gotas; e em seguida anestesiadas com o0 anestésico
cloridrato de proximetacaina 0.5% (Anestalcon, Alcon), uma gota. Apds esse
procedimento, aguardou-se cerca de 10 minutos para que ocorresse a dilatacao de
pelo menos 6 mm da pupila. Foi instilado metilcelulose a 2% na lente do eletrédio
corneano de registro. Posterior a limpeza com gel abrasivo (Nuprep, D.O.Weaver,
Aurora, EUA) do lobo da orelha ipsilateral ao olho testado, foi colocado o eletrodio
de superficie (terra) com uma pasta eletrolitica (Ten20, D.O.Weaver, EUA). Todos
foram instruidos sobre a necessidade de ficarem imoOveis e atentos durante a
aquisicao da mfERG. O teste foi realizado monocularmente, e o olho contralateral foi
ocluido durante a realizag&o do registro.

ApOs a medida monocular da acuidade visual com a melhor correcao
didptrica através do autorrefratbmetro (Humphrey System), os registros continuos
foram captado por eletrddio corneano bipolar em forma de lente de contato (Burian-
Allen - GoldLens, Doran Instruments, MD, USA) no olho com menor erro diéptrico. A
impedancia do eletrodio sempre esteve abaixo de 2 kQ. Os sinais bioelétricos foram
amplificados com um ganho de 50.000 vezes, mostrados 16 vezes por frame (cerca
de 960 Hz), e usados filtros eletronicos de 10-300 Hz usando um amplificador
(Physiodata Amplifier) diferencial de 15LT (Grass, Quincy, Massachusetts). Foi
usada uma placa de aquisicdo de dados (PCl ESeries, National Instruments, TX)
para digitalizar os sinais analégicos. A camera foi usada para monitorar a posi¢cao do

olho, o alinhamento do eletrédio de lente de contato com a pupila e a estabilidade da
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fixagcdo durante o registro. Quando da perda de fixacdo ou da presenca de artefatos,
0 segmento foi interrompido e descartado.

4.1.2. Célculo da razédo da amplitude RMS (root mean  square)

O sistema VERIS Science v6.0.5d (EDI) foi usado para extrair os kernels de
primeira ordem. Os dados dos registros dos kernels de primeira ordem, localizados
entre 0 — 200 ms, foram exportados para serem analisados off-line por uma rotina
(APENDICE 4) em ambiente MATLAB (Mathworks, Natick, Massachuseits).
Calculou-se a razdo da amplitude RMS de cada resposta local do mfERG, de todos
0s sujeitos (ZHANG et al., 2003).

Primeiramente, calculou-se a amplitude RMS do kernel de primeira ordem do
intervalo de tempo que compreende o sinal, localizado entre 0 — 80 ms, e a
amplitude RMS do kernel de primeira ordem do intervalo de tempo compreendendo
somente ruido, e que ndo esta correlacionado com a estimulacdo visual (Figura 20),

localizado entre 120 — 200 ms (Equacao 1 e 2, respectivamente).

Equacao 1: Amplitude do Sinal = JZ?&’(& — foaso)”
N
A amplitude do sinal da onda é a amplitude RMS calculada sobre o intervalo
de tempo do sinal do jth hexadgono do registro, R; é a amplitude absoluta no tempo t,
HO a 80 é a amplitude média do registro durante intervalo de tempo do sinal, e N é o

namero de pontos do registro no intervalo de tempo do sinal.

~ 200 = 2
Equacao 2: Amplitude do Ruido = \/Zt=120(Rt 120 a 200)
N

A amplitude do ruido da onda é a amplitude RMS calculada sobre o intervalo
de tempo do ruido do jth hexagono do registro, R; € a amplitude absoluta no tempo t,
pu20 a 200 é a amplitude média do registro durante intervalo de tempo do ruido, e N

€ 0 numero de pontos do registro no intervalo de tempo do ruido.
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Figura 20. Registro do mfERG. A amplitude RMS do intervalo do sinal (0 — 80 ms) e do ruido (100 —
200 ms) foram calculados para todos os 103 registros, a fim de quantificar a razdo da amplitude RMS
associada a informacéo do sinal e do ruido de cada registro.

A partir dai, calculou-se a razdo entre a amplitude RMS do sinal do jth
hexagono e a média da amplitude RMS do ruido dos 103 registros do mfERG
obtidos do mesmo sujeito (Equacdo 3, razdo do sinal). Para obter-se um valor
equivalente ao intervalo do ruido, dividiu-se a amplitude RMS do ruido do jth

hexagono pela média da amplitude RMS do ruido (Equacéo 4, razao do ruido).

E 30 3 Razéo do Sinal Amplitude do Sinal 1
: 3 - -
quagao o aza0 €o Sma Média da Amplitude do Ruidoyexagono (1.4 103)

A razéao sinal da onda € a razéo sinal ruido (SNR) do intervalo de tempo do
sinal para o jth hexadgono do registro. A média da amplitude do ruido é a média da

amplitude RMS do ruido para os 103 hexagonos do registro do mesmo sujeito.

E 504 Razéo do Ruid Amplitude do Ruido 1
: ido = -
quacaos: azao ¢o BU40 = Yidia da Amplitude do Ruidopexagono (1.4 103)

A razéo do ruido é equivalente a SNR do intervalo de tempo do ruido para o

jth hexagono do registro.
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4.1.3. Calculo da razdo da amplitude RMS étima para discriminar
registros normais de registros sem sinal

A primeira andlise foi realizada apds a composi¢cdo dos dados em 1030
razdes de sinal e 1030 razdes de ruido. Estimou-se a distribuicdo da frequéncia da
razdo da amplitude RMS (razéo de sinal e razdo de ruido). Em seguida, foi calculada
a funcé@o de distribuicdo cumulativa associada a distribuicdo de dados do sinal e
ruido (Figura 21 A-B). Realizacdo da andlise ROC (Receiver Operating
Characteristic) usando como uma taxa de falsos positivos os valores de -1 para a
funcdo de distribuicdo cumulativa do ruido, e uma taxa de verdadeiro positivo para a
funcdo de distribuicdo cumulativa do sinal (Figura 21 C-D). Finalizando-se com a
determinacao da razdo da amplitude RMS 6tima para diferenciar dados constituidos
de sinal dos dados constituidos de ruido, como um correspondendo a um alto trade-
off associado no espaco ROC. O trade-off € resultante da diferenca entre cada par

de taxa verdadeiro positivo e falso positivo no espaco ROC (Figura 21 C-D).

4.1.4. Calculo da razdo da amplitude RMS otima para discriminar
registros normais daqueles registros com sinal aten uado

Para determinar a razdo da amplitude RMS o6tima utilizou-se um meétodo
descrito por WRIGHT et al. (2008), na qual é necessario atenuar artificialmente os
registros originais de um modo que 0s sinais possam ser diminuidos enquanto
mantém-se um nivel de ruido constante. Para atenuar a amplitude do sinal de cada
registro, os dados do ruido foram somados aos do sinal. O nivel de atenuacéo
corresponde ao numero de vezes que os dados do ruido foram somados ao sinal
(nimero de soma entre sinal e ruido). Posteriormente, o resultado foi dividido pelo
nivel de atenuacdo mais um, para manter constante a amplitude RMS do ruido

(Equacéo 5).

jth Ondag , g9 + (nivel de atenuacéo x jth onda;g ,200)
Nivel de atenuacéo + 1

Equacéo 5: jth Onda atenuada =

A jth Onda atenuada: sdo os dados do intervalo de tempo do sinal
atenuados, jth Onda 0 a 80: sdo os dados do intervalo de tempo do sinal original;

nivel de atenuacdo: € o numero de vezes que os dados do ruido irdo ser somados
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aos dados do sinal; e o jth Onda 120 a 200: sdo os dados do intervalo de tempo do
ruido. Durante o estudo, utilizaram-se cinco (5) niveis de atenuacao, de 1 a 5, para
simular diferentes condi¢des de perda visual. A figura 22 mostra uma representacéo

esquematica dos diferentes niveis de atenuacao artificial sobre 0 mesmo sinal na

onda original.
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Figura 21. Andlise implementada para se obter valores 6timos e, dessa forma, diferenciar registros
originais dos registros atenuados. (A) Funcado de distribuicdo cumulativa (FDC) da informacao do
ruido (linha continua) e da informacéo do sinal original (linha pontilhada). (B) FDC da informacdo do
sinal com nivel 1 de atenuacado (linha continua) e da informacdo do sinal (linha pontilhada). (C)
Anadlise ROC correlacionando FDC do sinal com FDC do ruido. (D) Analise ROC correlacionando
sinal com nivel 1 de atenuagdo com o sinal original. Os circulos da curva ROC, em C e D, tem um
trade-off elevado entre a taxa de verdadeiro positivo e taxa de falso positivo. A razdo da amplitude
RMS associada ao trade-off elevado no espagco ROC, foi considerada um valor 6timo para diferenciar
os dois grupos. Funcfes usando dados de outros niveis de atenuacdo sdo intermediarias entre as
funcdes mostradas nessa figura.
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Figura 22. Diagrama representando a atenuacéo artificial aplicada sobre o sinal de registros originais.
Da esquerda para direita, o nivel de atenuagdo estad aumentando. Conseqlientemente, o sinal do
registro esta diminuindo. O nivel de ruido foi mantido constante (semelhante a amplitude RMS) no
decorrer dos niveis de atenuacdo devido o denominador da equacédo 5, usado para normalizar os
registros, foi dependente de quanto ruido foi adicionado ao sinal.

Em seguida, o processo da secao anterior (5.2) foi repetido. Entretanto,
substituiu-se a informacéo do ruido pela atenuacéo da informagé&o do sinal.

4.1.5. Testando a confiabilidade da razdo da amplit ude RMS em
diferenciar registros com diferentes niveis de aten uacao

Estimou-se a quantidade de erros que o classificador pode apresentar
quando do uso da razdo da amplitude RMS oOtima para diferenciar registros normais
de registros com diferentes niveis de atenuacéo ou ruido. O papel do classificador
foi comparar a razao do sinal dos registros de cada valor 6timo obtido previamente
para os diferentes niveis de atenuacdo. Antes do processo de atenuacdo, o
classificador considerou que todos os registros devem ter a razdo sinal acima da
SNR oOtima pra diferenciar registros normais de qualquer registro atenuado.
Considerou-se erro de classificacdo quando apds o processo de atenuacéo a razéo
da amplitude RMS atenuada foi maior que o valor 6timo. A identificacdo foi
considerada correta quando a razao sinal do registro foi menor que o valor 6timo. A

taxa de acerto (Hit Rate) da classificacdo automatica foi calculada pela equacéo 6.



57

Respostas corretas

E 30 6° HR =
quagao 6 (Respostas corretas + erros)

4.1.6. Validacdo do método em pacientes com toxopla  smose ocular que
apresentam diferentes graus de perda visual

Para validacdo do método que sera utilizado para classificacdo das
respostas eletrofisiologicas, foram testados trés pacientes com toxoplasmose ocular
que apresentavam diferentes graus de perda visual. A correlacdo com os achados
eletrofisioldgicos e psicofisicos foi possivel, uma vez que as lesdes cicatriciais
apresentam suas bordas bem definidas e delimitadas. Um destes pacientes foi
contaminado ainda no periodo intrauterino, sendo classificado como infeccdo
congénita, e os outros dois adquiriram a toxoplasmose no periodo extrauterino, e
classificados como infeccdo adquirida. Todos pacientes foram avaliados pelo médico
oftalmologista do projeto, e seguiram 0s mesmo procedimentos descritos

anteriormente e aplicados ao grupo controle de individuos saudaveis.

4.2. MATERIAL E METODOS RELACIONADOS AO OBJETIVO GERAL 2

4.2.1. Sujeitos

Foram estudados trinta e sete sujeitos saudaveis, com idade média de 33,9
+ 11,2 anos, vinte e dois (22) homens e quinze (15) mulheres que participaram
voluntariamente dos experimentos. A acuidade visual dos individuos foi aferida pelo
autorrefratbmetro (Humphrey Systems, ZEISS) e quando necessario, foi corrigida
por lentes didptricas para o valor de 20/20. Foi realizado a anamnese (APENDICE
2), e nenhum dos sujeitos apresentou historico de doencas infecciosas, vasculares,
visuais ou neurodegenerativas, e nenhum deles fez uso de cloroquina como
antimalarico ou antireumatico.

Também foram testados no periodo de marco/2010 a setembro/2011
guarenta e oito (48) pacientes com malaria, trinta e nove (39) homens e nove (09)
mulheres, com idade média de 33.3 + 11.9 anos. Todos infectados pelo P. vivax, e
com parasitemia e morfologia da espécie confirmada pela técnica de gota espessa,

como preconizada pelo Ministério da Saude, no Manual de diagnéstico laboratorial
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da maléria. Todos os testes foram realizados no Instituto Evandro Chagas, no setor
de ensaios clinicos da Malaria, Belém, Pard, Brasil. Os procedimentos para a
realizacdo dos testes eletrofisioldgicos dos pacientes com malaria foi o mesmo
empregado para os individuos do grupo de sujeitos saudaveis.

Todos os procedimentos estavam de acordo com a Declaragéo de Helsinki,
e 0s participantes deste trabalho, antes do inicio dos testes, foram esclarecidos
sobre os objetivos do estudo e da divulgacdo dos resultados, e concordaram com o
termo de livre consentimento (APENDICE 3) que foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) envolvendo seres humanos, do Nucleo de Medicina Tropical da
Universidade Federal do Para, Brasil (protocolo N°. 003/2009, ANEXO 2) de 28 de
marco de 2009, seguindo a resolucdo 196/66 do Conselho Nacional de Saude do
Brasil.

No estado do Para, o tratamento contra todos os tipos de malaria é
financiado pelo Ministério da Saude. No que concerne a infeccdo causada pelo P.
vivax, o tratamento padréo tem duragédo de sete (07) dias, iniciando com a ingestao
de cloroquina (600 mg) e primaquina (30 mg) no primeiro dia. No segundo e terceiro
dia, é administrado 450 mg de cloroquina e 30 mg de primaquina. Do quarto ao
sétimo dia, somente primaquina (30 mg) é administrado. Totalizando a dose
cumulativa de 1500 mg de cloroquina no final do tratamento.

4.2.2 Estimulacéo visual

Os registros foram gerados usando-se um sistema portatil de mfERG, e o
programa RETIscan Science 4.0.0.4 (Rolland Consult, Brandenburg, Germany) foi
usado para gerar um arranjo de 103 elementos hexagonais pretos e brancos,
cobrindo aproximadamente 25° de angulo visual. Este estimulo foi mostrado em um
monitor de cristal liquido (LCD - liquid crystal display) e controlado por um
computador. O fator de distorcdo foi de 1:4. O protocolo usado estava de acordo
com o guia da Sociedade Internacional de Eletrofisiologia Clinica da Visao (ISCEV —
International Society of Clinical Electrophysiology of Vision).

Os hexagonos foram escalados de modo excéntrico para equalizar a
amplitude de resposta através do campo visual, de acordo com a ISCEV (HOOD et
al., 2008). A modulacdo da luminéncia temporal para cada hexagono foi controlada
por um ciclo completo de uma mesma sequéncia-m binaria, composta com 2*°-1
elementos (SUTTER & TRAN, 1992). O estado +1 e o0 estado -1 da sequéncia-m
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binaria representam o periodo flash (branco) e néo flash (preto), respectivamente. O
ciclo completo de estimulagdo tem a duracdo de 12 minutos, divididos em 12
segmentos cada qual com 60 segundos. A luminancia dos estimulos hexagonais
pretos foi de 0 cd/m? (luminancia residual do monitor) e dos brancos 202 cd/m?. Uma
cruz central vermelha em forma de x, correspondendo a 52’ de angulo visual, foi
usado como ponto de referéncia e a fixagcdo do olho foi monitorada durante a
estimulacdo visual. Os registros foram realizados em sala com luz ambiente
(CHAPPELOW & MARMOR, 2002).

4.2.3. Registros

Antes do inicio dos registros eletrofisioldgicos, anteriormente a colocagéao do
eletrodio, as pupilas dos voluntarios foram dilatadas utilizando-se os midriaticos:
tropicamida 1% (Mydriacil, Alcon), duas gotas e cloridrato de fenilefrina 2.5%
(Fenilefrina, Allergan), duas gotas; e em seguida anestesiadas com o0 anestésico
cloridrato de proximetacaina 0,5% (Anestalcon, Alcon), uma gota. Apds esse
procedimento, aguardamos cerca de 10 minutos para que ocorresse a dilatacao de
pelo menos 6 mm da pupila. Posterior a limpeza com gel abrasivo (Nuprep,
D.O.Weaver, Aurora, EUA) da testa do sujeito, foi colocado o eletrédio de superficie
(terra) com uma pasta eletrolitica (Ten20, D.O.Weaver, EUA). O eletrodio de
referéncia em forma de concha foi colocado no canto do olho ipsilateral ao olho
testado, com ajuda da pasta eletrolitica. Todos foram instruidos sobre a necessidade
de ficarem imoveis e atentos durante a aquisicdo da mfERG. O teste foi realizado
monocularmente, e o olho contralateral foi ocluido durante a realizagdo do registro.

ApOs a medida monocular da acuidade visual com a melhor correcdo
didptrica através do autorrefratbmetro (Humphrey System), os registros continuos
foram captado por eletrédio corneano DTL (DAWSON, TRICK & LITZKOW, 1979) no
olho com menor erro diéptrico. A impedancia do eletr6dio sempre esteve abaixo de 5
kQ. Os sinais bioelétricos foram amplificados com um ganho de 100.000 vezes, e
usados filtros passa-banda eletrénicos de 5-100 Hz usando um amplificador
(Physiodata Amplifier), e digitalizados a 1 KHz. Quando da perda de fixacdo, ou da
presenca de artefatos (causado, por exemplo, por movimento involuntario dos olhos

ou pelo ato de piscar) o segmento era interrompido e descartado.
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4.2.3 Analise dos resultados

Os kernels de primeira ordem foram gerados pelo programa Rolland, e os
registros foram medidos em seis (06) anéis concéntricos (anel #1 inicia no hexagono
central, Figura 24). Mediu-se a amplitude e o tempo implicito N1, P1 e N2 do registro
de cada anel concéntrico. A amplitude do componente N1 foi definida como a
diferenca de voltagem entre a linha de base e a deflexdo N1 (pico negativo) na
janela de tempo localiza-se entre 15 e 45 milissegundos (ms). Ja a amplitude do
componente P1 foi calculada pela diferenca entre a deflexdo N1 e o pico P1, o que
ocorreu na janela de tempo entre 35 e 75 ms, enquanto que a deflexdo N2 foi
calculada pela diferenca entre a linha de base e o pico negativo N2, que estava
situada da janela de tempo entre 50 e 125 ms (Figura 23).

Com o objetivo de reduzir a variabilidade inter-individual, foi medido a raz&o
da amplitude dos componentes de cada anel concéntrico, ou seja, do anel #1 até o
anel #6.
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Figura 23. Estimulagdo visual do mfERG e andlise. (A) Arranjo constituido de 103 elementos
hexagonais aplicado para obtencédo das respostas do mfERG. As respostas foram avaliadas em seis
(06) anéis concéntricos. O hexagono central correspondeu ao anel concéntrico nimero 1 (R1). (B)
Exemplo do registro de resposta obtido pelo mfERG e os componentes N1, P1 e N2 caracteristicos
da resposta. A amplitude dos componentes N1 e N2 sdo medidas da linha de base até a deflexao
mais negativa, enquanto que a amplitude P1 foi definida como a diferenca de voltagem entre a

deflexdo N1 e o pico P1.

4.2.4 Analise estatistica
Foram calculados o valor médio e o erro padrdo, com o objetivo de calcular o

erro padrao estimado dos dados. Também se utilizou o teste ANOVA duas vias (a =
0.05, teste post-hoc, com a correcdo de Bonferroni) para comparar o grupo controle
com o grupo de pacientes com malaria, para avaliar os parametros do mfERG das
diferentes areas da retina. O coeficiente de correlacdo linear (r) foi usado para
avaliar o efeito da dose cumulativa e a dose cumulativa por peso dos pacientes, em

relacdo aos parametros do mfERG.



62

5. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS RELACIONADOS AO OBJETIVO GERAL 1

5.1.1. Valor da razdo da amplitude RMS 6&tima encon trada para
discriminar registros normais daqueles registros se m sinal

Seguida da composicdo dos dados dos registros em razao sinal e razao
ruido, distribuicdo da frequéncia da raz&o amplitude RMS, finalizando com a
distribuicdo cumulativa associada a distribuicdo de dados do sinal e ruido e posterior
aplicacao da analise ROC, o valor da razdo da amplitude RMS 6tima para diferenciar

registros constituidos de sinal daqueles registros sem sinal foi 0,47.

5.1.2. Valor da razdo da amplitude RMS 6tima encon trada para
discriminar registros normais daqueles registros co m sinal atenuado

Utilizando-se o método descrito por WRIGHT et al. (2006), calculou-se a
razdo da amplitude RMS para atenuar os registros originais atraveés da equacéo 5, e
os valores 6timos encontrados para diferenciar registros normais daqueles registros

com sinal atenuado estdo indicados no quadro abaixo.

QUADRO 1. Valores 6timos encontrados para diferenciar registros com sinal,
daqueles registros atenuados. O valor 6timo da razdo da amplitude RMS apresentou
alto trade-off entre a taxa de acertos (HR) e erros.

Nivel de atenuacéo Valor étimo
Ruido 0.47
5 0.44
4 0.48
3 0.57
2 0.78
1 1.21
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5.1.3.

diferenciar registros com diferentes niveis de aten

Demonstragéo da confiabilidade da razdo da  amplitude RMS em
uacao

Apos o calculo da taxa de acerto (HR) utilizando-se a equacéao 6, foi possivel
classificar automaticamente os niveis de atenuacdo dos registros. O quadro 2
mostra o HR obtidos pelo classificador usando cada razdo da amplitude RMS 6tima
para diferenciar registros normais daqueles registros com diferentes niveis de

atenuacao, e dessa forma demonstrar a confiabilidade do método.

QUADRO 2. Taxa de acerto estimado para ser usada como valor 6timo nos

diferentes niveis de atenuacdao.

Taxa de acerto (%)

Valor

. N.A. 5 N.A. 4 N.A. 3 N.A. 2 N.A. 1
otimo

0,47 99+0,8 98,9+0,9 96,4+35 84,7+16,7 51,5+30,7
0,44 98,4+1,7 97,5+3,1 94+7,1 81,1+21,3 46,5+325
0,48 98,7+15 98,3+2,3 953+58 83,6+18,7 50,4+33
0,57 99,3+0,7 99+1,2 97,1+46 886+145 57,1+35
0,78 97,63 97,63 97,4+29 942+6,1 68,7+304
1,21 81,7+19,3 81,7+19,3 81,7+19,3 81,7+19,.2 73,4 +£15

N.A. nivel de atenuacao.

O classificador tem uma melhor acdo em diferenciar registros normais
daqueles registros levemente atenuados (N.A. 1) usando o valor o6timo 1,21,
enquanto o valor 6timo de 0,78 foi melhor para diferenciar registros normais
daqueles registros com atenuacgdo intermediaria (N.A. 2 e 3), e o valor 6timo de 0,57
foi melhor para diferenciar registros altamente atenuados ou registros com ruido
(N.A. 4 e 5) dos registros originais.

As andlises foram capazes de determinar o limite de acdo da razdo da
RMS que ¢é

eletrorretinografico obtido do arranjo de 103 hexagonos (Quadro 3). Pode-se

amplitude necessaria para classificar qualquer registro

argumentar que os registros atenuados no nivel 1 correspondem a uma verdadeira
perda visual ou estd dentro da variabilidade da amplitude de um registro

eletrofisioldgico, e que registros moderadamente ou altamente atenuados tem uma
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diminuicdo consideravel da amplitude do sinal, sendo que sua importancia clinica

deve ser considerada.

QUADRO 3. Classificacdo dos registros eletrorretinograficos (mfER) através dos
limites da razédo sinal-ruido (SNR). Em parénteses a taxa de acerto (HR) do

classificador que usa cada valor 6timo.

Classificacdo dos registros eletrorretinograficos (mfERG)

Amplitude altamente atenuada SNR < 0,57 (HR > 97 — 99%)
Amplitude moderadamente atenuada 0,78 > SNR = 0,57 (HR = 94 — 97%)
Amplitude levemente atenuada 1,21 > SNR 20,78 (HR = 73 — 94%)
Registros normais SNR 2 1,21 (HR =73%)

Para simular uma situacdo real, aplicou-se o protocolo de avaliacdo de
registros em um paciente controle saudavel e com toxoplasmose ocular. A figura 24
mostra o arranjo de registros destes pacientes ap0s a analise em questao,
mostrando 0s registros retinianos associados a cicatriz retiniana indicada em
diferentes cores (FIGURA 24 B). E a figura 25 mostra a densidade de resposta dos

dados mostrados na figura 24, com e sem a avaliacdo SNR.
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FIGURA 24. Avaliacao do registro eletrorretinografico (MfERG) de um paciente controle saudavel (A),
e com perda visual causada pela toxoplasmose ocular (B), apés aplicacdo do protocolo de avaliacéo.
A érea cicatrizada da retina foi delimitada pelo protocolo em laranja (registros moderadamente
atenuados) e vermelho (registros altamente atenuados). Respostas em preto indicam registros
normais ou levemente atenuados. Escala horizontal: 100 ms; escala vertical: 1uV.
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FIGURA 25. Grafico de densidade de resposta calculado dos mesmos sujeitos (saudavel: primeira
coluna e paciente: segunda coluna) da figura 25. Os graficos de densidade de resposta foram
programados sem (A e C) e com avaliagdo SNR (B e D), respectivamente. Os hexagonos sem
nenhuma resposta tem densidade de resposta zero, e estdo marcados em preto.
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5.2. RESULTADOS RELACIONADOS AO OBJETIVO GERAL 2

5.2.1. Dose cumulativa total

Dos quarenta e oito pacientes (48) testados, 19% (09) eram do sexo
feminino e 81% (39) eram do sexo masculino. O numero de infeccdes pelo P. vivax
gue cada paciente adquiriu no decorrer do tempo de vida, variou entre uma (01) e
dezoito (18) vezes. Nesse periodo, a dose média de cloroquina ingerida foi de
5,429.0 + 782.3 mg (dose minina: 1,050 mg e dose maxima: 2,700 mg). A dose
cumulativa normalizada de acordo com o peso corporal variou entre 14.58 e 545.45
mg/kg.

5.2.2. Amplitude e tempo implicito dos componentes N1, P1 e N2 dos
seis anéis concéntricos originarios do mfERG

A figura 26 mostra a média das respostas obtidas de todos os individuos do
grupo controle (26A) e dos pacientes com maléaria (26B). As respostas dos seis (06)
aneéis concéntricos sao mostradas. Além do mais, os registros de dois (02) individuos
do grupo controle (Figura 26C e E) e de dois pacientes com maléria (Figura 26D e F)
S&0 mostrados.

N&o foi observado nenhuma diferenca significante da amplitude e o tempo
implicito do mfERG, de todos 0s anéis concéntricos, entre o grupo controle e o grupo
estudado (pacientes infectados pelo P. vivax) (Figura 27). Levando-se em
consideracdo a razdo da amplitude, também n&o foi observada nenhuma diferenca

significativa na amplitude dos anéis concéntricos, do R1 até o R6.

5.2.3. Respostas (MfERG) X Dose cumulativa total
Observou-se que nao houve correlagcdo entre a amplitude de todos os
componentes (N1, P1 e N2) com a dose cumulativa e com a dose cumulativa por

peso, para todos os sujeitos (p>0.05) (Figura 29).
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FIGURA 26. Registros obtidos através do mfERG do grupo controle (coluna da esquerda) e do grupo
de pacientes com malaria infectados pelo P. vivax (coluna da direita). A — B: Média das respostas dos
seis anéis concéntricos obtidos dos registros do grupo controle (A) e do grupo com malaria (B). C — F:
registros de um unico sujeito controle (C e E), e de um Unico sujeito com malaria infectado pelo P.
vivax (D e F).
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FIGURA 27. Amplitude (coluna da esquerda) e tempo implicito (coluna da direita) dos diferentes
componentes pertencentes aos seis anéis concéntricos analisados, plotados separadamente para o
grupo controle (barra em branco) e grupo dos pacientes com maléria (barra em preto). Os valores dos
componentes N1, P1 e N2 sdo mostrados nas linhas superior, média e inferior, respectivamente. Nao
houve diferenca estatisticamente significante entre a amplitude e o tempo implicito nos dois grupos

estudados.
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FIGURA 28. Variacdo da amplitude do eletrorretinograma multifocal em funcdo da dose cumulativa
estimada de cloroquina nos pacientes. R1-R6 representam areas retinianas mais central para areas
mais periféricas, respectivamente.
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6. DISCUSSAO

6.1. DISCUSSAO DO OBJETIVO GERAL 1

Atualmente, poucos sao os métodos de analise disponiveis que auxiliam os
pesquisadores a avaliarem as respostas da ampla variedade de técnicas
eletrofisiolégicas presentes no mercado. A diferenciacdo do que é verdadeiramente
sinal e do que € ruido é de extrema importancia para o uso confiavel e seguro de
tais metodologias. Foi mostrado que o produto dot entre as respostas e o template
do sinal artificial pode aumentar a razdo sinal-ruido (SNR) dos dados (SUTTER &
TRAN, 1992). Alguns estudos sugerem métodos objetivos para avaliar a
confiabilidade do mfERG (HOOD et al., 1998; SEELINGER et al., 1998).

Hood et al. (1998), sugerem a comparacdo da amplitude RMS do sinal dos
registros com a amplitude RMS do template em diferentes intervalos de tempo. O
mais proximo no tempo foi a equivaléncia entre ambas as amplitudes RMS, e o
melhor foi a SNR. Por outro lado, Seelinger et al. (1998), mediram o tempo implicito
do mfERG para determinar sua distribuicdo na extenséo da retina. Esses autores,
através do célculo da mediana do tempo implicito de cada setor dos sujeitos do
grupo controle normal, seguido da subtracdo deste mesmo valor do tempo implicito
dos pacientes, encontraram uma pequena variabilidade inter-sujeito e um elevado
tempo implicito no ponto cego, retina superior e inferior, além da regido macular.

Desde a criacdo da técnica multifocal, em 1992, sua aplicabilidade nos
diferentes campos da oftalmologia clinica foi imediata (HUANG et al., 1997;
KRETSCHMANN et al., 2000; VENTURA et al., 2004; RASTER et al., 2011), e em
mais de 700 artigos este tema ja foi discutido. A experiéncia do oftalmologista € de
extrema importancia na hora de fazer o mapeamento funcional, dessa forma
tornando a avaliacdo topogréfica muito subjetiva (HOOD et al., 2003). O método
sugerido por ndés pode ser usado como uma alternativa objetiva da avaliacéo
subjetiva convencional do mfERG.

A aplicacdo da avaliagdo sinal-ruido deste trabalho no programa que gera os
registros do mfERG (VERIS System ou Retiscan ROLAND) podem auxiliar os
oftalmologistas e pesquisadores a evitar erros na identificacdo do registro com
resposta normal, resposta diminuida ou ruido. Outra aplicabilidade dos resultados
apos analise SNR € na programacdo dos mapas de densidade de resposta. E este

tema ja é bastante explorado na literatura, uma vez que os mapas de densidade de
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resposta podem gerar, de maneira errbnea, picos centrais em respostas sem sinal
(HOOD et al., 2003, 2008).

ApoOs a avaliagdo da razédo sinal-ruido, foi possivel identificar trechos
relacionados a auséncia de resposta e dessa forma, foi possivel programar o0s
mapas de densidade de resposta com estas informacgdes, ajustando a densidade
zero na densidade de resposta do hexagono se nenhuma resposta.

A principal contribuicdo deste trabalho € a descricdo de um método para
estimar a extensdo da SNR capaz de classificar respostas desconhecidas do
MfERG. Hood e Li (1997) e Wright et al. (2008), propuseram outros métodos para
medir a diferenca entre registros do mMfERG e o template estimado dos registros
pertencentes ao grupo controle. Quanto maior for a diferenca entre ambos o0s
registros, menor a probabilidade de que o registro contenha o sinal. Seelinger et al.
(1998), sugerem diferencas no tempo implicito do componente P1 entre o0s
templates e os registros desconhecidos. Estes autores encontraram altos desvios no
tempo implicito nos registros obtidos de pacientes com retinite pigmentosa.

Os valores absolutos da SNR podem ser diferentes quando comparamos
diferentes dados entre diferentes processos. Neste trabalho os registros foram
realizados usando-se o eletr6dio Burian-Allen e estimulo contendo 103 hexagonos,
entretanto, é importante saber que outros registros e parametros de estimulacdo
podem mudar os valores absolutos da faixa limite. Outros trabalhos ja descreveram
a influencia das diferentes condi¢cdes experimentais na avaliacdo sinal-ruido dos
registros do eletrorretinograma multifocal (KRETSCHMANN et al., 2000).

A aplicacdo do método aqui desenvolvido auxilia pesquisadores e
oftalmologistas a mapear a funcao retiniana e quantificar o nimero de registros em
cada limite da SNR, dessa forma usar como ferramenta para se obter parametros da

avaliagdo sequencial da histéria da doenga retiniana.

6.2 DISCUSSAO DO OBJETIVO GERAL 2

A cloroquina, antimalarico usado para o tratamento de doencas reumaticas,
€ um potencial agente causador de perda visual. Mesmo que o mecanismo pelo qual
a retinopatia ocorra nao esteja bem definido, existe uma grande evidencia de
alteracdes funcionais na retina (ROSENTHAL et al., 1978). O eletroretinograma
multifocal € um dos mais novos métodos utilizados para monitorar a fungcéo visual

ap0s a terapia com uso da cloroquina, mostrando que as areas centrais e
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paracentrais da retina sdo as mais afetadas pelo uso prolongado da cloroquina
(KELLNER et al., 2000, 2006; MATURI et al., 2004; LAI et al., 2005; LYONS &
SEVERNS, 2009; XIAOYUN et al.,, 2010; RASTER et al., 2011). Entretanto, perda
visual difusa tem sido relatada (TZEKOV et al., 2004; KELLNER et al., 2006; LYONS
& SEVERNS, 2009).

As doses diarias e cumulativas de cloroquina divergem entre os diversos
autores (GOLDHARDT et al., 2002; BERTAGNOLIO et al., 2001; SILVA & SILVA,;
2009; XIAOYUN et al., 2010). Entretanto, todos esses autores evidenciam a
importancia de um monitoramento, principalmente depois dos critérios estabelecidos
pela Academia America de Oftalmologia e descritos no documento de MARMOR et
al., 2011.

GOLDHARDT et al. (2002), afirmam que doses diérias inferiores que 6,5
mg/kg e dose cumulativa inferior a 200g, o paciente ndo necessariamente precisa de
um acompanhamento a cada seis meses. Entretanto, o mesmo afirma que o fator
mais importante na seguranca terapéutica € a dose diaria, pois altas doses de
cloroquina, como de 250 a 750 mg administradas diariamente durante 3 anos,
costumam causar seéria toxicidade ocular.

SILVA & SILVA (2009), assentiram as afirmacdes de GOLDHARDT et al.
(2002), que o fator mais importante na toxicidade ocular pela cloroquina é a dose
diaria. Pelo fato de que se a dose diaria for mantida em um limiar seguro, néo
parece haver limite para a duracdo do tratamento e nem para a dose total
cumulativa, ndo obstante a grande afinidade da cloroquina pelos tecidos
pigmentados do olho e sua excrecao renal lenta. O mesmo autor também estabelece
a necessidade de ajustar a dose para portadores de insuficiéncia renal. Alertando
assim, no manejo destes pacientes, uma estreita interacdo do oftalmologista com o
clinico.

XIAYON et al. (2010), enfatizam a importancia da dose diaria por peso,
porém em seus estudos 0s pacientes possuiam pesos similares e por isso nao foi
possivel ter uma avaliacdo melhor sobre a influéncia da dosagem por peso e atenta
gue o sobrepeso de alguns pacientes pode ser um risco se a dose nao for calculada
corretamente, pois estes pacientes poderiam ser seriamente superdosados.
Concordando com MARMOR et al., 2010 e RODRIGUES, 2009.

MARMOR et al. (2011), afirmaram que a maioria dos casos de toxicidade

ocorreu em pacientes com o0 uso de cloroquina por mais de 7 anos ou por doses
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cumulativas que excediam 460g e essa quantidade é atingida em 5 anos de uso de
cloroquina. Enquanto que BERTAGNOLIO et al. (2002), concluiram que uma dose
certa ainda ndo esta estabelecida como prejudicial, porém acreditam que uma dose
cumulativa maior que 700 g pode ser toxica, o que corresponderia a 100 mg por dia
durante 20 anos. Os mesmos alegaram que sentiram que era aconselhavel
considerar o risco da cloroquina por seu efeito colateral devido ao seu potencial
prognoéstico grave. Assim como a importancia para determinar quando deve ser
interrompido, a dosagem diaria e cumulativa segura que pode ser tolerada sem
incorrer no risco de desenvolvimento de retinopatia. E afirmam em seus estudos que
o regime de dosagem e a dose total de cloroquina associada com o risco de
retinopatia sdo ainda controversos. Além disso, as variacbes individuais na
susceptibilidade para o efeito toxico de cloroquina também ndo devem ser
desconsiderados, principalmente no que concerne a presenca de possiveis
mutacbes no gene ABCA4 que segundo alguns pesquisadores predispdem ao
desenvolvimento de doencas retinianas (TSYBOVSKY et al., 2010).

No Brasil, pacientes com malaria recebem baixas doses cumulativas de
cloroguina, mas doses diarias relativamente elevadas, dessa forma tornando a
malaria um modelo para estudar o efeito agudo do uso da cloroquina no sistema
visual. Contudo, o efeito de tratamentos continuos com cloroquina apés varios surtos
de maléaria pode ser estudado.

ROSENTHAL et al. (1978), realizaram uma pesquisa de grande importancia.
Neste trabalho foi realizado uma avaliacdo histologica da retina de macacos
expostos a cloroquina, e observou-se que ocorreram primariamente mudangas nas
estruturas da retina, antes mesmo que mudancas do fundo de olho fossem
detectadas pelo eletrorretinograma. As primeiras mudancas que ocorreram foram:
degeneracdo das células ganglionares, ap6s uma semana do uso da cloroquina, ou
seja, uso agudo. A exposi¢ao por um longo periodo a cloroquina causa degeneracéo
dos fotorreceptores e do epitélio pigmentar. Na retina de humanos, foi mostrado que
a exposicao cronica levou a mudancas histopatologicas, especialmente nas células
ganglionares, camada plexiforme interna, camada nuclear interna, fotorreceptores e
células pigmentadas da retina.

Achados obtidos com a tomografia de coeréncia 6ptica também indicam que
o uso prolongado da cloroquina, com sintomas clinicos, causa espessamento
parafoveal da camada nuclear externa da retina (KELLNER et al., 2009; XIAOYUN
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et al., 2010). Essas mudancas foram observadas na retina externa e na camada de
fibras da retina. Além do mais, a presenga da malaria em si pode interferir no
desenvolvimento da retinopatia, no caso de manifestacbes graves como malaria
cerebral (ESSUMAN et al., 2010). .

O presente estudo é a primeira investigacdo sobre os efeitos do uso agudo
da cloroquina apo6s infeccdo pela malaria usando o mfERG. Vale ressaltar a
auséncia de individuos com maléaria cerebral ou grave. No mesmo, € possivel a
comparacao com outro trabalho de RASTER et al. (2011), que estuda o efeito do
uso da cloroquina em pacientes reumaticos avaliados com o mfERG, na mesma
regido do Brasil, dessa forma excluindo possiveis aspectos ambientais e/ou
geneticos.

Apesar dos testes eletrofisiologicos aplicados aos pacientes do Instituto
Evandro Chagas infectados pelo P. vivax, ndo mostrarem nenhuma alterac&o visual,
nao podemos excluir qualquer tipo de alteracdo. Haja vista, que o trabalho
realizados por ROSENTHAL et al. (1978), mostrou que alteragdes visuais ocorrem
mesmo nos estagios inicias do tratamento por cloroquina, caracterizando 0 uso
agudo da droga.

O eletrorretinograma multifocal € uma técnica promissora para avaliagdo das
perdas visuais causadas pelo uso crbénico da cloroquina. Entretanto, existem muitos
estudos que mostram uma variedade de resultados sobre a eficacia e confiabilidade
dos resultados, principalmente quando se fala sobre o uso agudo deste antimalarico.

RODRIGUES et al. (2009), descrevem uma série de técnicas que podem
ajudar no rastreamento, porém consideram que ndo ha um teste padrdo para
deteccdo precoce. O teste de visdo de cores e a retinografia sdo opcionais e
indicados, principalmente, para o diagnostico diferencial de outras doencas que nao
estejam associadas ao uso de cloroquina e em estagios iniciais.

Este mesmo autor cita que a angiofluoresceinografia € indicada apenas nos
pacientes de alto risco ou com suspeita de retinopatia. O eletrorretinograma
multifocal deve ser realizado na fase inicial do tratamento, para a obtencdo da
resposta basal a ser utilizada como parametro nos exames subsequentes. Os testes
possivelmente mais sensiveis seriam o eletrorretinograma multifocal (mfERG) e a
tomografia de coeréncia oOptica (OCT), no entanto, necessitam de mais estudos
sobre sua sensibilidade. E afirmam que por mais que sejam mais indicados ainda

nao sdo mais sensiveis que a campimetria visual.
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KELLNER et al. (2009), em um amplo estudo considerou as técnicas de
MfERG, fundoscopia auto-fluorescente, tomografia de coeréncia Optica de alta
resolucao Uteis em varios estagios da doenca. A dificuldade fica em torno do grande
namero de pacientes que fazem o uso da cloroquina e pela falta de especificacao
dos sintomas iniciais. Os autores descreveram em seus resultados que os pacientes
com retinopatia cloroquinica testados com o sd-OCT (tomografia de coeréncia Optica
de dominio espectral) mostraram perda ou auséncia de fotorreceptores. Entretanto,
com o mfERG puderam observar alteracdo estrutural na retina correspondente a
disfuncéo dos fotorreceptores e um aumento da concentracdo de lipofucsina e
decrescimento da concentracdo de melanina. Em sua avaliagdo prospectiva da
espessura da camada nuclear externa, durante o tratamento, pode fornecer uma
suspeita mesmo antes do aparecimento da degeneracéo retiniana, 0 que se torna
importante j& que nem todas as técnicas sdo facilmente encontradas. Os autores
chamam atencéo para o teste sd-OCT, pois em alguns casos essa técnica detectou
algumas areas que nas outras técnicas passaram desapercebidos, porém conclui
que os exames devem ter uma grande correlacdo, pois um auxilia o outro no
diagndstico de retinopatia por cloroquina.

XIAOYUN et al. (2010), utilizaram o campo visual de Humphrey, estratégia
10-2 e o mfERG. E afirmam que o Humphrey 10-2 € o mais sensivel dentre outros
testes que levam em consideracdo o campo visual, por detectar o escotoma mais
cedo, sendo essa manifestacdo primaria a maculopatia.

MARMOR et al. (2011), salientaram em seu estudo que uma série de testes
pode objetivamente documentar os danos anatbmico ou funcional do uso da
cloroquina, e estes podem ser extremamente Uteis para verificar e quantificar a
toxicidade. O mesmo enfatiza que os novos testes como mfERG e OCT podem ser
mais sensiveis que testes de campo. E recomenda a utilizacdo de um desses testes
mais especificos. Adicionalmente, refere que o ERG de campo total, amplamente
usado para detectar anormalidades na forma mais avancada de toxicidade, nédo é
sensivel para detectar mudanca funcional na macula. E til, no entanto, na avaliagéo
de pacientes com toxicidade manifestada para avaliar a gravidade que o dano pode
causar.

Finalizando, MARMOR et al. (2011), ressaltam a importancia dos testes
campimetria estatica de Humphrey, estratégia 10-2, sd-OCT e mfERG estarem

presentes nos exames de triagem, por serem mais sensiveis para deteccdo de
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retinopatia por cloroquina em estagios iniciais, defendendo que a utilizacdo dos

mesmos oferece uma documentacao sensivel e objetiva da funcao visual.
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7. CONCLUSOES

7.1. CONCLUSOES DO OBJETIVO 1

Baseando-se nos resultados e no que foi proposto no objetivo 1, concluiu-se
que foi possivel descrever um meétodo confiavel que podera ser utilizado para
identificar a razdo sinal-ruido (SNR) 6tima, e dessa forma classificar respostas
eletrorretinograficas de registros obtidos através do eletrorretinograma multifocal
(mfERG) como registros com amplitude normal, registros com amplitude diminuida
ou registros que ndo apresentam sinal. Tal método foi validado em um grupo de
pacientes com toxoplasmose ocular, pois a lesdo cicatricial € bem evidente e
possivel de ser correlacionada com os achados eletrofisiolégicos.

Ainda que a técnica eletrorretinografica multifocal seja um método
relativamente novo de investigagdo visual, estudos que contribuam para o
melhoramento e aperfeicoamento da eficacia do mesmo devem ser incentivados. O
meétodo descrito aqui se destina a auxiliar no diagnostico neuro-oftalmoldgico através
da estimacdo dos limites da razdo sinal-ruido (SNR) como indicador da qualidade
das respostas eletrorretinogréaficas. E importante salientar que se faz necessario que
cada laboratoério defina sua rotina de trabalho, uma vez que presenca de variantes

individuais, geograficas e até mesmo culturais possam influenciar os resultados.

7.2. CONCLUSOES DO OBJETIVO 2

No que concerne ao objetivo 2, e apds a andlise dos resultados foi possivel
concluir que o uso agudo da cloroquina, como forma de tratamento, em pacientes
infectados pelo P. vivax ndo causa perda visual que seja detectada pelo
eletrorretinograma multifocal. Haja vista que nenhuma diferenga estatisticamente
significativa foi observada na amplitude e no tempo implicito dos componentes N1,
P1 e N2 dos anéis concéntricos, quando comparados ao grupo controle saudavel.
Mesmo em pacientes que foram infectados mais de uma vez pelo P. vivax, e
consequentemente, receberam mais de um tratamento, pois se observaram que nao
houve correlacdo entre a amplitude dos componentes N1, P1 e N2 com a dose
cumulativa e com a dose cumulativa por peso.

Entretanto, ndo podemos descartar que o componente estrutural da retina
destes pacientes ndo tenha sofrido algum tipo dano pela exposicdo ao antimalérico,

principalmente nos tecidos melanotrépicos, uma vez que ha relatos na literatura de
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alteracdes morfoldgicas que ndo foram detectadas por exames eletrorretinogréaficos,
por exemplo.

Ambos os temas discutidos séo bastante complexos, e por isso, conclui-se
que mais estudos sdo necessarios para se elucidar os pontos cruciais para seu

entendimento.
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APENDICE 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto de Pesquisa: ESTUDO DAS RESPOSTAS
ELETROFISIOLOGICAS RETINIANAS A ESTIMULAC}AO MULTIFO CAL — DADOS
NORMATIVOS PARA O SISTEMA VERIS (EDI) E APLICACAO C LINICA EM
TOXOPLASMOSE OCULAR.

Estamos realizando uma pesquisa que tem como objetivo normatizar dados e
investigar as respostas eletrofisiolégicas retinianas de pacientes com sorologia
positiva para toxoplasmose, que sera realizada de acordo com a seguinte
metodologia:

Antes do teste serdo aplicadas no globo ocular do paciente duas gotas de
anestésico (cloridrato de proximetacaina 0,5%) e duas gotas de dilatadores de
pupila (tropicamida 1% e cloridrato de fenilefrina 10%). ApOs esse procedimento,
aguardaremos dez minutos para que ocorra a dilatacdo de pelo menos 6 mm da
pupila. Em seguida, serd instilada metilcelulose na lente do eletrodio para protecao
da cornea, limpeza do lobo da orelha com gel abrasivo, e colocag¢do do eletrodio
terra com uma pasta eletrolitica. Entdo, o estimulo visual sera mostrado em uma
pequena camera. Tais procedimentos ocorrerdo no Laboratério de Eletrofisiologia
Humana do Nucleo de Medicina Tropical, com duracdo de aproximadamente 1
(uma) hora. Os pacientes ndo correm o risco de sofrer qualquer tipo de choque
elétrico e ndo ha indicios de lesdes corneanas causadas pelo uso do eletrédio
corneano.

Pretendemos obter resultados que nos auxiliem a padronizar dados que sao
considerados normais, e a partir dai, comparar com 0s pacientes que apresentam
lesGes retinianas decorrentes da Toxoplasmose.

A sua patrticipacéo sera de livre e espontanea vontade, informamos também
gue sua privacidade sera assegurada. O senhor (a) tem plena liberdade de
interromper sua participacao na pesquisa a qualquer momento, sem qualquer tipo de
penalizacdo ou prejuizo. Os individuos terdo acesso as informacfes sobre seu
estado de saude visual que o equipamento fornece.

Responsavel pela Pesquisa: Prof. Dr. Luiz Carlos de Lima Silveira.
End.: Av. Generalissimo Deodoro, 92. Bairro: Umarizal. CEP: 66055-240
Fone: 3201-6819 Fone/Fax: 3241-0032 E-mail: luiz@ufpa.br

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Declaro que li as informacdes acima sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecido sobre o conteddo da mesma. Declaro ainda que, por
minha livre vontade, concordo em participar, desde que sejam respeitadas todas as
disposicdes citadas.

Assinatura
Belém, de de 200__ .

Nome:
End.:
Fone: Celular: E-mail:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
LABORATORIO DE NEUROLOGIA TROPICAL
Av. Generalissimo Deodoro, 92 — Umarizal — Belém/PA
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Anamnese
\ 1 - Identificagéo
Cddigo:
Procedéncia:
Nome:
Sexo: F( ) M() Idade: anos
Data nascimento:_ / / Fone:

Cor: Branco () Pardo( ) Negro( ) indio( ) Amarelo()
Estado Civil: Solteiro () Casado( ) Viavo () Divorciado ( )
Residéncia atual:

Residéncia anterior:

Escolaridade:

Profissdo atual:

Profissao anterior:

\ 2-Historico

Diagndstico oftalmoldgico? () Sim () Nao

Doenca retiniana /macular pré-existente? ( ) Sim ( ) Nao

Doenca neuroldgica? ( ) Sim ( ) Nao

Doenca infecciosa? ( ) Sim ( ) Nao

Doenca Renal? ( ) Sim ( ) N&ao

Medicamentos em uso? ( ) Sim ( ) Nao

Alergia a medicamentos, medicamentos, pdélen? ( ) Sim ( ) Nao

Fuma? ( ) Sim ( ) Nao
Ingere bebida alcodlica? ( ) Sim ( ) Nao
Alteracdes na pressao arterial? ( ) Sim ( ) Nao

Predisposicao familiar (AMD, Diabetes, Hipertensédo? ( )Sim ( )Nao

\ 3 - Histdrico da doenca

Ja teve malaria antes? ( ) Sim ( ) Nao

Carga parasitaria?

Dia de tratamento? ( )D1 ( )D2 ( )D3 ( )D4 ( )D5 ( )D6 ( )D7

Qual a via de administracdo da cloroquina / hidroxicloroquina?

Dose cumulativa (estimada pelo pesquisador):
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4 — Resultados dos exames oftalmoldgicos

Teste de Amsler:

Exame de fundo de olho:

Exame de curvatura da cornea:

| 4 — Dados biométricos

Peso corporal (kg):

Altura (m):

indice de Massa Corporal (kg/m?):

Circunferéncia da cintura:

Circunferéncia do quadril:

Gordura corporal:

\ 5 — Dados do teste

Olho testado? ( ) Olho direito — OD ( ) Olho esquerdo — OE
Impedancia do eletrédio: Ativo Referéncia

Artefatos do registro:

Consideracoes finais:

Data e responsavel pelo teste
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APENDICE 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, COMO DISPOSTO NA
RESOLUCAO CNS 196/96 E NA RESOLUCAO CEP N° 016/2000 .

Titulo do Projeto de Pesquisa: Deteccdo precoce da toxicidade retiniana em
pacientes que fizeram uso de Cloroquina / Hidroxicl oroquina através da analise
de respostas retinianas com eletrorretinografia mul tifocal.

Estamos realizando uma pesquisa que objetiva avaliar a funcédo retiniana
associada a doses cumulativas de cloroquina / hidroxicloroquina (um remédio para
malaria e outras doencas sistémicas), possiveis mutacdes em um gene, e alguns
processos de inflamacgédo induzidas pelo uso dessa medicagdo; essa pesquisa sera
realizada de acordo com a seguinte metodologia: os sujeitos serdo avaliados através
de eletrorretinografia (ou seja, avaliacdo da atividade elétrica da retina, uma porcéo
do olho) e alguns deles terdo amostras de sangue coletadas; essas amostras seréao
processadas posteriormente em um laboratério, em busca de informacdes sobre os
processos inflamatdrios e possiveis mutacbes no gene em que estamos
interessados. Esses dois processos (eletrorretinografia e, possivelmente, coleta de
sangue) serdo feitos no Nucleo de Medicina Tropical — Universidade Federal do
Pard, durante os meses de janeiro a abril de 2009 e fevereiro a abril de 2010. A sua
participacdo consiste na avaliagdo de eletrorretinografia: vocé sera submetido a
testes eletrofisioldgicos (ou seja, medida da atividade elétrica) da retina e,
possivelmente, a coleta de uma amostra de sangue. Todos o0s procedimentos sao
feitos por profissionais capacitados e sob estritas regulagcdes de seguranca, para
garantir que vocé nao sofra nenhum dano. Caso haja desconforto, sera devido a
dilatacdo da pupila; esse desconforto é bastante breve. Gostariamos que vocé
soubesse que essa pesquisa é de extrema importancia para desvendarmos o0s
danos que a malaria e o uso crbénico da cloroquina ou da hidroxicloroquina causam
na visdo; esperamos, com esse trabalho, desenvolver novos métodos de diagndstico
para esses danos.

A sua participacao sera de livre e espontanea vontade e informamos também
gue sua privacidade sera assegurada e que o senhor (a) tem plena liberdade de
interromper a sua participacado na pesquisa a qualquer momento, sem qualquer tipo
de penalizacdo ou prejuizo.

Responsavel pela Pesquisa: Prof. Dr. Luiz Carlos de Lima Silveira
End:Av. Generalissimo Deodoro, 92 — CEP: 66055-240 — Umarizal — Belém — Para
Fone: (91) 32016819 Celular: 99681407 E-mail: luiz@ufpa.br

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Declaro que li as informacdes acima sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecido sobre o conteddo da mesma. Declaro ainda que, por
minha livre vontade, concordo em participar da pesquisa, desde que sejam
respeitadas todas as disposicdes citadas.

Belém,............ e, de 2010.
Nome:

Endereco:
Telefone: Celular: E-mail:



97

APENDICE 4
1) Codigo para calcular a razéo sinal ruido como de  scrito na equacao 3 e 4.
Trace_Array € a matrix com 103 linhas e 193 colunas.
Trace_Array representa as informagdes dos registros. Cada linha
representa um dos 103 registros e cada coluna é a voltagem de cada registro
Inicio:

RMS_Signal = ones(1,103);%RMS_Signal will receive the RMS amplitude of the
signal interval

RMS_Noise = ones(1,103);%RMS_Noise will receive the RMS amplitude of the noise
interval

SNR_Signal = ones(1,103);%SNR_Signal will receive the Signal ratio
SNR_Noise = ones(1,103);%SNR_Noise will receive the Noise ratio

%Next loop executes the calculus of RMS amplitude of the signal interval
fori=1:103

RMS_Signal(1,i) = std(Trace_Array(i,1:78),1);
end

%Next loop executes the calculus of RMS amplitude of the noise interval
for Line= 1:103

RMS_Noise(1,line) = std(Trace_Array(i,116:193),1);
end

meanRMS_Noise = mean(RMS_Noise);%Calculus of the average of all Noise RMS
amplitudes

Next loop executes the calculus of Signal ratio for i = 1:103
SNR_Signal(1,i)) = (RMS_Signal(1,i)))meanRMS)-1;

end

%Next loop executes the calculus of Noise ratio for i = 1:103
SNR_Noise(1,i) = (RMS_Noise(1,i)))meanRMS_Noise)-1;
end

Fim.
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2) Codigo para realizar a atenuacao artificial dos  registros

O codigo abaixo permite a atenuacdo artificial no nivel cinco (5). Para
realizar outro nivel de atenuacao, o usuario deve mudar somente o valor da variacao
“Att_level”.

Inicio:

Att Rec = o0nes(103,193);%Attenuated_recording will receive the attenuated
waveforms

Att_level = 5; %Att_level sets the attenuation level to proceed

%Next loop will create build a matrix of attenuated waveforms as indicated in
equation (5) fori=1:103

Att_Rec(i,:)=[(Trace_Array(i,1:78)+Att_level*Trace_Array(i,116:193))/(F+1),Trace_Arr
ay(i,79:193)];

end

Fim.

3) Caodigo para calcular a distribuicdo cumulativa d a informacgao do sinal e do
ruido pertencente & amostra

No préximo codigo, Signal é a matrix com todos os valores da razéo sinal da

amostra, e Noise é a matrix com todos os valores da razao ruido da amostra.

Inicio:

interval = 0.05;

max_Signal = max(Signal); % finding maximum value of Signal ratio
min_Noise = min(Noise); %finding minimum value of Noise ratio

x = min_Noise:interval:max_Signal,

data_Signal = histc(Signal,x);%to calculate the number of elements in each Signal
ratio of the interval x_Signal

data_Noise = histc(Noise,x); %to calculate the number of elements in each Noise
ratio of the interval x_Noise

sum_Signal = sum(data_Signal);
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sum_Noise = sum(data_Noise);
percent_sum_Signal = data_Signal ./sum_Signal;
percent_sum_Noise = data_Noise ./sum_Noise;

%Next loop will calculate the cumulative distribution for signal and noise information
for i = 1:1:length(x)

cum_sum_Signal(i)=sum(percent_sum_Signal(1,i:length(percent_sum_Signal)));
cum_sum_Noise(i)=sum(percent_sum_Noise(1,i:length(percent_sum_Signal)));
end
Fim.
4) Cdédigo para calcular o valor 6timo para diferenc  iar a informacé&o do sinal da
informacé&o do ruido.

O cédigo abaixo é a continuacdo do codigo anterior. The code below is

continuing of the previous code. Mantivemos os nomes das variaveis do codigo

anterior no préximo cédigo.

Inicio:

x = min_Noise:interval:max_Signal; %lInterval including SNR of Noise and Signal
information

FA = cum_sum_Noise; %False positive rate

HIT = cum_sum_Signal; %True positive rate

m = length(FA);

trade_off = ones(1,m);

%Next loop will calculate of the trade-off in the ROC space for i = 1:m
trade_off(1,i) = abs(FA(L,i)-HIT(1,));

end

counter = 1,

maximum_trade_off = max(trade_off);%Finding the maximum trade-off between hit
and false alarm
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%Next loop will find the position of the maximum_trade_off in 1 the matrix trade_off
fori=1:m

if (maximum_trade_off == trade_off(1,t))
break

else

counter = counter + 1;

end

end

Optimal_SNR = x(1,counter);%0Optimal_SNR is the SNR value in the same position
in x of maximum_trade_off in trade_off.
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ANEXOS
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ANEXO 1

el
‘M’
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

. NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°057/2008-CEP/NMT

o 0 A W

Projeto de Pesquisa: ESTUDO DAS RESPOSTAS ELETROFISIOLOGICAS RETINIANAS
A ESTIMULACAO MULTIFOCAL - DADOS NORMATIVOS PARA O
SISTEMA VERIS (EDI) E APLICACAO CLINICA EM
TOXOPLASMOSE OCULAR.

Pesquisador Responsavel: Luiz Carlos de Lima Silveira.
Instituigdo / Unidade:NMT/UFP..

Data de Entrada: 10/11/2008.

Data do Parecer: 26/11/2008.

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em tela e,
verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolugdo 196/96-CNS/MS. Portanto,
manifesta-se pela sua aprovagéo. '

Parecer: APROVADO

Belém, 09 de janeiro de 2009.

Jikawa
NMT/UFPA.

Prof°® Tei
Coordenador do
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ANEXO 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
__ NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°003 /2009-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: DETECCGAO PRECOCE DA TOXICIDADE RETINIANA EM
PACIENTES QUE FIZERAM uso DE
CLOROQUINA/HIDROXICOROQUINA ATRAVES DA ANALISE
DE RESPOSTAS RETINIANAS COM ELETRORRETINOGRAFIA
MULTIFOCAL.

Pesquisador Responsavel: Luiz Carlos de Lima Silveira.
Instituicao / Unidade:NMT/UFPA.

Data de Entrada: 13/01/2009.

Data do Parecer: 28/01/2009.

g o B

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou 0 protocolo em tela e,
verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolugao 196/96-CNS/MS. Portanto,

manifesta-se pela sua aprovagao.

Parecer: APROVADQG. Belém, 28 de margo de 2009.

75 i g o

~“Prof® Teiichi Oikawa
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