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(57) Resumo: PROCESSO DE VERIFICAGAO E QUANTIFICACAO DE
IMUNOGLOBULINA A SECRETORA "ANTI-TOXOPLASMA gondii" DA
LAGRIMA E OUTRAS SECREGOES POR METODO IMUNOENZIMATICO.
Toma-se amostra de lagrima com papel filtro, de 5 cm x 0.5 cm no fundo de
saco conjuntival inferior do olho comprometido, ou de qualquer outra
secrecdo do organismo. A amostra é congelada. Retira-se a lagrima ou
outra secregao colhida, para ser submetida a determinagéo da presencga e
quantidade de Imunoglobulina A secretora anti-Toxoplasma gondii, por
meio de método de imunoensaio prévia sensibilizacdo das placas com
antigeno da cepa RH.
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PROCESSO DE VERIFICACAO E QUANTIFICACAO DE
IMUNOGLOEULINA A SECRETORA “ANTI-TOXOPLASMA
GONDIT” DA LAGRIMA E OUTRAS SECRECOES POR METODO
IMUNOENZIMATICO.

Trata-se da pesquisa, através de um teste Imunoenzimatico de
captura, de IgAs especifico para toxoplasmose . Permite detectar a presen¢a
e quantificagio do anticorpo na lagrima ou em outras secregdes do
organismo de individuos suspeitos de apresentar toxoplasmoses ocular,
utilizando papel filtro para colheita e armazenamento do material da
amostra, o que devera ser realizado em condigdes adequadas.

O diagnostico diferencial da uveites provocada pelo 7. gondii esta
baseado no imunodiagnostico sorologico. Estes testes ndo proporcionam
dados conclusivos, pois nesta doenga ha produgéo de varios isotipos de fase
cronica, também presentes em grande parte da populagdo sadia, como 1gG
elevada . A presenca de IgM, indicador de fase aguda nas infecgdes por
toxoplasma, no quadro ocular & normalmente negativa, desde que trata-se
de reagudizagédo da infecgdo.

Alguns estudos tém analisado anticorpos no humor aquoso, técnica
invasiva que precisa da coleta do fluido ocular, devendo ser realizada por

um médico especialista em oftalmologia.
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O estudo da imunoglobulina A secretora anti-7. gondii na lagrima e
outras secregdes do organismo, utilizando papel filtro para a coleta constitui
uma inovagdo. Trata-se de um exame ndo invasivo, rapido, de fécil
realizagio e com custo acessivel, uma vez que utiliza o método
imunoenzimatico de captura de anticorpos com placas sensibilizadas com
antigenos de T. gondii, sendo possivel seu desenvolvimento na produgdo
industrial.

O teste descrito é inédito, ndio existindo no mercado, principalmente
em relagdo a toma de amostra que utiliza papel filtro, sendo, portanto, ndo
invasiva e indolor. Essa peculiaridade permite que essa fase do teste venha
a ser realizada por pessoas treinadas, ndo necessariamente médicos
oftalmologistas. Ainda mais, 0 armazenamento do material da amostra €
simples, podendo ser efetuado em qualquer localidade para posterior

traslado a centros especializados.

A presente invengdo tem por objetivo servir de elemento diagnostico
para individuos portadores de uveites provocada pelo 7. gondii. Atualmente
nido existe qualquer teste que permita diagnostico de certeza na doenga em

questio.

A toxoplasmose ocular ndo mostra clara preferéncia por sexo, porém

em relagdo a idade, os trabalhos apontam que é uma doenga de jovens, 0
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que se traduz em problema econdmico e social importante pelo severo
comprometimento da visdo que a doenga acarreta. As uveites t€m como
primeiro agente etiologico o Toxoplasma gondii tanto no Brasil como no

mundo, com uma freqiiéncia que varia entre 60 a 80%.

Maior gravidade reveste a contaminagéo da mulher gravida desde que
o comprometimento do feto tem sido largamente estudado quanto as suas
temidas conseqiiéncias. A possibilidade de um teste diagnéstico rapido, de
baixo custo e realizavel por pessoal para-médico, levanta a possibilidade da

fabricagdo do “’Kit” a nivel industrial com ampla comercializagdo.

Utiliza papel filtro, de 5.0 x 0.5 cm, para coleta da lagrima do fundo
do saco conjuntival inferior, podendo ser coletada qualquer secregdo do
organismo, com posterior conservagao da amostra em condi¢des adequadas
por tempo indeterminado ate a utilizagdo da mesma. Para determinag&o dos
niveis de IgA secretora ¢ utilizado método inmunoenzimatico, com

sensibilizagio das placas com antigenos da cepa RH de T.gondii.
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REIVINDICACOES

1. Atualmente ndo existe qualquer teste que seja sensivel e/ou
especifico o suficiente para determinar a etiologia das uveites por 7.gondii.
Aqueles que apresentam melhores resultados sdo invasivos, desde que
fazem necessaria pungdo do bulbo ocular para obtengdo de amostras de
fluidos intraoculares. A invengdo apresentada € caracterizada por um
processo que permite a verificagdo ¢ quantificagio de Imunoglobulina A
secretora anti-7. gondii, da lagrima e outras secregdes, por método
imunoenzimatico. Este método novo ¢é fécil, barato e ndo invasivo, 0 que
vira a facilitar o diagnostico da forma ocular da doenga bem como das
outras formas de apresentagdo da mesma. As caracteristicas apresentadas
fazem com que este teste possa ser produzido em escala industrial ¢

aplicado nos diversos laboratérios de analises clinicas.
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RESUMO

“PROCESSO DE VERIFICACAO E QUANTIFICACAO DE
IMUNOGLOBULINA A SECRETORA “ANTI-T OXOPLAS]UA gondii”
DA LAGRIMA E OUTRAS SECRECOES POR METODO
IMUNOENZIMATICO”.

Toma-se amostra de lagrima com papel filtro, de 5 cm x 0.5¢m no fundo
de saco conjuntival inferior do olho comprometido, ou de qualquer outra
secregdo do organismo. A amostra ¢ congelada. Retira-se a lagrima ou outra
secregdo colhida, para ser submetida a determinagdo da presenca e quantidade
de Imunoglobulina A secretora anti-Toxoplasma gondii, por meio de método

de imunoensaio, prévia sensibilizagdo das placas com antigeno da cepa RH.
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“PROCESSO DE VERIFICACAO E QUANTIFICACAO DE
IMUNOGLOBULINA A SECRETORA “ANTI-TOXOPLASMA GONDII”
DA LAGRIMA E OUTRAS SECRECOES POR METODO
IMUNOENZIMATICO’.

Trata-se da pesquisa, através de um teste Imunoenzimatico de
captura, de IgAs especifico para toxoplasmose. Permite detectar a presenga
e quantificagdio do anticorpo na lagrima ou em outras secregdes do
organismo de individuos suspeitos de apresentar toxoplasmoses ocular,
utilizando papel filtro para colheita e armazenamento do material da
amostra, o que devera ser realizado em condigdes adequadas.

O diagnostico diferencial da uveites provocada pelo 7. gondii esta
baseado no imunodiagnostico soroldgico. Estes testes ndo proporcionam dados
conclusivos, pois nesta doenga ha produgio de varios isotipos de fase cronica,
também presentes em grande parte da populagdo sadia, como IgG elevada. A
presenca de IgM, indicador de fase aguda nas infecgdes por toxoplasma, no
quadro ocular ¢ normalmente negativa, desde que trata-se de reagudizagdo da
infecgdo.

Alguns estudos tém analisado anticorpos no humor aquoso, técnica
invasiva que precisa da coleta do fluido ocular, devendo ser realizada por um
médico especialista em oftalmologia. O estudo da imunoglobulina A secretora
anti-/. gondii na lagrima e outras secre¢des do organismo, utilizando papel
filtro para a coleta constitui uma inovagao. .

Trata-se de um exame nio invasivo, rapido, de facil realizagdo € com
custo acessivel, uma vez que utiliza o método imunoenzimatico de captura de
anticorpos com placas sensibilizadas com antigenos de 7. gondii, sendo possivel

seu desenvolvimento na produgdo mdustrial. O teste descrito é inédito, ndo
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existindo no mercado, principalmente em relago a toma de amostra que utiliza
papel filtro, sendo, portanto, ndo invasiva e indolor. Essa peculiaridade permite que
essa fase do teste venha a ser realizada por pessoas treinadas, ndo
necessariamente médicos oftalmologistas. Ainda mais, o armazenamento do
material da amostra é simples, podendo ser efetuado em qualquer localidade
para posterior traslado a centros especializados.

A presente invengdo tem por objetivo servir de elemento diagnostico
para individuos portadores de uveites provocada pelo 7. gondii. Atualmente
ndo existe qualquer teste que permita diagnostico de certeza na doenga em
questdo. A toxoplasmose ocular ndo mostra clara preferéncia por sexo, porém
em relagdo a idade, os trabathos apontam que € uma doenga de jovens, o que
se traduz em problema econdmico e social importante pelo severo
comprometimento da visdo que a doenga acarreta. As uveites t€ém como
primeiro agente etioldgico o Toxoplasma gondii tanto no Brasil como no
mundo, com uma frequéncia que varia entre 60 a 80%. Maior gravidade reveste
a contaminagdo da mulher gravida desde que o comprometimento do feto tem
sido largamente estudado quanto as suas temidas consequéncias. A
possibilidade de um teste diagnostico
rapido, de baixo custo e realizavel por pessoal para-médico, levanta a
possibilidade da fabricagfo do "Kit" a nivel industrial com ampla comemia]jzgﬁo.

No kit se utiliza papel filtro de retengdo elevada entre 0,5um e 2 pm
medindo aproximadamente 0,3 cm a 1 ¢cm de largura € 2 cm a 10 cm de
comprimento para coleta da lagrima, com identificagdo em um dos extremos.
A marcagdo tem por finalidade controlar o volume da lagrima coletada ou de

outras secre¢des do organismo, que devera apresentar volume de no minimo 5
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uL. O papel de filtro com a amostra coletada pode ser conservado a menos de
5°C até uso.

Para eluigdo, a amostra deve ser imersa em tampdo PBS de molaridade
minima de 0,01 M pH fisiolagico entre 7 e 7,5 sob agitagéo forte € depois se
extrai a baixa temperatura (4-0 graus C), durante no minimo 6 horas. Para
determinagdo dos niveis de IgA secretdria ¢é utilizado o método
imunoenzimatico com placas sensibilizadas com antigeno bruto da cepa RH
Toxoplasma gondii.

Para exemplificar, temos a utilizagdo de papel filtro de reteng@o
elevada (1 um) medindo aproximadamente 5 x 0,5 cms para coleta da lagrima,
com identificagio em um dos extremos. A marcagdo tem por finalidade
controlar o volume da lagrima coletada ou de outras secre¢des do organismo,
que devera apresentar volume varidvel de 5 a 25 ul. aproximadamente. O
papel de filtro com a amostra coletada pode ser conservado a 4°C.

Para eluigdo, a amostra deve ser imersa em tampéo PBS 0,01 M pH 7,2
sob agitagdo forte durante aproximadamente dois minutos e depois se extrai a
baixa temperatura (4-0 graus C), durante 18 horas aproximadamente. Para
determinagdo dos niveis de IgA secretoria ¢ utilizado o método
imunoenzimatico com placas sensibilizadas com antigeno bruto da cepa RH

Toxoplasma gondii.
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REIVINDICACOES

1. "PROCESSO DE VERIFICACAO E QUANTIFICACAO DE
IMUNOGLOBULINA A SECRETORA "ANTI-TOXOPLASMA GONDII DE
SECRECOES POR METODO IMUNOENZIMATICO" composto por um
dispositivo de prote¢do, um papel filtro de retengdio elevada para coleta, um
tampdo para extragdo e uma placa de poliestireno, caracterizado pelo papel
filtro ter poros entre 0,5um e 2um, largura de 0,3 cm a 1 cm e comprimento
de 2 cm a 10 cm, ser conservado, apds coleta da secregdo, a menos de 5°C,
ter marcagdo para controlar o volume da secregdo que deve ser no minimo
de 5 pL; pelo tampio fosfato salino (PBS) ter molaridade minima de 0,01
M e pH fisiologico entre 7 e 7,5, que agitado fortemente em conjunto com
o papel filtro contendo a secre¢do permite, apds no minimo 6 horas de
repouso a baixa temperatura, a extragdo da secre¢do; pela placa de
poliestireno conter antigeno de T. Gondii onde € depositado o material extraido
onde se realiza a reagdo imunoenzimatica para captura de IgA especifica,
finalizando o processo.

2. "PROCESSO DE VERIFICACAO E QUANTIFICACAO DE
IMUNOGLOBULINA A SECRETORA "ANTI-TOXOPLASMA GONDII DE
SECRECOES POR METODO IMUNOENZIMATICO" conforme reivindicagiio
1 caracterizado pelo papel filtro ter poros de 1um, largura de 0,5 cm ¢
comprimento de 5 cm, ser conservado, apds coleta da secreg¢do, a 4°C ou
congelado até uso, ter marcagdo para controlar o volume da secre¢do que
deve ser de 25 puL; pelo tampdo fosfato salino (PBS) ter molaridade 0,01 M
e pH de 7,2, que agitado fortemente durante dois minutos em conjunto com
o papel filtro contendo a secregdo, permite, apds 18 horas de repouso a

temperatura de 0 a 4°C, a extrag¢do da secre¢do; pela placa de poliestireno
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conter antigeno de T. Gondii onde ¢ depositado o material extraido onde se
realiza a reagdio imunoenzimatica para captura de IgA especifica finalizando o
PrOCesso.

3. "PROCESSO DE VERIFICACAO E QUANTIFICACAO DE
IMUNOGLOBULINA A SECRETORA "ANTI-TOXOPLASMA GONDII DA
LAGRIMA POR METODO IMUNOENZIMATICO" conforme reivindicagdo 1,
caracterizado pelo papel filtro ter poros entre 0,5um e 2pm, largura de 0,3
cm a 1 cm e comprimento de 2 cm a 10 cm, ser conservado, apds coleta da
lagrima, a menos de 5°C, ter marcagio para controlar o volume da lagrima
que deve ser no minimo de 5 pL; pelo tampdo fosfato salino (PBS) ter
molaridade minima de 0,01 M e pH fisioldgico entre 7 € 7,5, que agitado
fortemente em conjunto com o papel filtro contendo a lagrima permite,
apés no minimo 6 horas de repouso a baixa temperatura, a extragdo da
lagrima; pela placa de poliestireno conter antigeno de T. Gondii onde é
depositado o material extraido onde se realiza a reagdo imunoenzimatica para
captura de IgA especifica finalizando o processo.

4. "PROCESSO DE VERIFICACAO E QUANTIFICACAO DE
IMUNOGLOBULINA A SECRETORA "ANTI-TOXOPLASMA GONDII DA
LAGRIMA POR METODO IMUNOENZIMATICO" conforme reivindicagéo 3
caracterizado pelo papel filtro ter poros de lum, largura de 0,5 cm e
comprimento de 5 cm, ser conservado, apds coleta da lagrima, a 4°C ou
congelado até uso, ter marcagdo para controlar o volume da lagrima que
deve ser 25 uL, pelo tampéo fosfato salino (PBS) ter molaridade 0,01 M e
pH de 7,2, que agitado fortemente durante dois minutos em conjunto com o
papel filtro contendo a lagrima, permite, apés 18 horas de repouso a

temperatura de 0 a 4°C, a extragdo da lagrima, pela placa de poliestireno
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conter antigeno de T. Gondii onde é depositado o material extraido onde se
realiza a reagdo imunoenzimatica para captura de IgA especifica finalizando o

Processo.
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