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RESUMO

O protozoario Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatério com ampla
distribuicdo geografica. Estima-se que 30% da populacdo mundial esteja infectada por
este parasito. Em Campos dos Goytacazes a endemicidade da toxoplasmose é alta,
atingindo 57,2% da populacdo. No contingente populacional de baixo poder aquisitivo o
nivel de prevaléncia desta infeccao atinge 84,8%. A toxoplasmose é uma das principais
causas de uveites em varias partes do mundo em especial no Brasil. A prevaléncia das
manifestacdes oculares presumivelmente causadas pela toxoplasmose em Campos dos
Goytacazes pode atingir até 30% da populacdo soropositiva para T. gondii. Estes valores
percentuais favorecem estudos acerca do perfil imune e background genético de
individuos expostos a fatores de risco para infeccdo. Neste trabalho, investigamos
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) nos genes IL10 e TNFA, bem como
comparamos o percentual de linfocitos Tyd produzindo estas citocinas em associacao
com a apresentacdo de diferentes tipos de cicatrizes retinocoroidais presumivelmente
causadas pela infec¢do toxoplasmica. Tais parametros imunoldgicos e genéticos foram
comparados em um total de 528 individuos de diferentes faixas etarias, agrupados
guanto a sorologia para toxoplasmose e presen¢a ou auséncia de lesdo ocular. Foi
observado que individuos com lesbes cicatrizadas da retina apresentando alto, médio ou
baixo grau de severidade, identificadas como tipo A, B ou C, respectivamente,
apresentaram percentuais diferentes de linfocitos Tyd produzindo as citocinas IL-10 e
TNF-a. Em individuos acima de 60 anos apresentando cicatrizes de lesao tipo C o
percentual de células Tyd produzindo IL-10 foi mais elevado em comparagdo com 0s
demais grupos estudados, tanto mais jovens quanto também na mesma faixa etaria. Em
individuos mais jovens (abaixo de 60 anos) o percentual de células Tyd produzindo a
citocina TNF-a foi significativamente mais elevado entre os portadores de cicatrizes de
lesBes tipo A. Polimorfismos de nucleotideo Unico nos genes codificadores das citocinas
IL-10 e TNF-a, também mostraram associacao com a susceptibilidade as manifestacdes
oculares da toxoplasmose sendo que com significancia estatistica, apds corre¢édo para
multiplas analises, somente o0 SNP para o gene TNFA rs928815 apresentou associacao
com a manifestacdo de cicatrizes de lesGes tipo C. Em conclusdo, os dados
apresentados reforcam a importancia que estudos genéticos associados a estudos
imunolégicos de base populacional podem contribuir para o melhor entendimento e
planejamento do manejo da toxoplasmose ocular em areas de alta endemicidade para a
infeccdo por T. gondii.

Palavras chave: Toxoplasma gondii, retinocoroidite, SNP, faixa etaria, Ty®, IL-10, TNF-

a.
Rosa, R.F.G.



ABSTRACT

The protozoan Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite with a wide
geographic distribution. It is estimated that 30% of the world population is infected
with this parasite. In Campos the endemicity of toxoplasmosis is high, reaching
57.2% of the whole population. In the population living in low income level, the
seroprevalence reaches 84.8%. Toxoplasmosis is a major cause of uveitis in various
parts of the world especially in Brazil. The prevalence of ocular manifestations
presumably caused by toxoplasmosis in Campos can reach 30% of T. gondii
seropositive population. These percentages stimulate studies on the immune profile
and genetic background of individuals exposed to risk factors for infection. In this
work, we investigated single nucleotide polymorphisms (SNPs) in IL10 and TNFA
genes and compared the percentage of Tyd lymphocytes producing these cytokines
in association with the presentation of different types of retinochoroidal scars
presumably caused by T. gondii infection. Such immunological and genetic
parameters were compared in a total of 528 individuals of different ages, grouped
according to the serology for toxoplasmosis and presence or absence of eye
disease. It was observed that individuals with high, medium or low degree of severity
of scar lesions of the retina, identified as type A, B or C, respectively, showed
different percentages of Tyd lymphocytes producing IL-10 and TNF-a. In subjects
over 60 years presenting scars lesion type C, the percentage of Tyd cells producing
IL-10 was higher compared with both younger as also in the same age group. In
younger patients (below 60 years) the percentage of yd T cells producing the
cytokine TNF-a was significantly higher among patients with type A scar lesions.
Single nucleotide polymorphisms in genes encoding the cytokines IL-10 and TNF-q,
also showed association with susceptibility to ocular manifestations of toxoplasmosis
whereas statistically significant, after correction for multiple analyzes only rs928815
TNFA SNP was associated with the manifestation of scars lesions type C. In
conclusion, the present data reinforce the importance of genetic studies in
association to immunological study population investigation may contribute to a
better understanding of the planning and management of ocular toxoplasmosis in

areas highly endemic for infection with T. gondii.

Keywords: Toxoplasma gondii, retinochoroiditis, SNP, age, Ty®, IL-10, TNF-a.
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1. INTRODUCAO

Toxoplasma gondii (T. gondii) € um parasito intracelular obrigatorio,
considerado um dos parasitos mais bem sucedidos do mundo. Este sucesso ocorre
por sua ampla distribuicdo geografica, do artico as areas quentes do deserto,
incluindo ilhas isoladas (Dubey, 2010). T. gondii também esta entre os parasitos
mais prevalentes na populacdo humana global, com cerca de um ter¢o da populagao
infectada (Tenter et al., 2000). Estudos em toxoplasmose (infec¢cdo causada por T.
gondii) sdo de grande importancia porque essa doenca apesar de ser geralmente
assintomatica, pode apresentar graves consequéncias, tais como: abortos
espontaneos, deficiéncias visuais, auditivas e/ou neuroldgicas, além de séria
repercussdao em individuos imunocomprometidos, nos quais se observa a
reagudizacao da doenca (Alexander e Hunter, 1998).

Em Campos dos Goytacazes a toxoplasmose € endémica, apresentando
prevaléncia de 57,2% de infectados. Considerando apenas a populacdo de baixo
poder aquisitivo, que recebe pouca atencdo meédica e sanitaria, o nivel de
prevaléncia desta infec¢céo atinge 84,8% (Bahia-Oliveira et al., 2003).

A toxoplasmose € uma das principais causas de uveite em varias partes do
mundo (Holland et al., 1999) e é responsavel por mais de 85% dos casos de uveite
posterior no sul do Brasil (Silveira, 1988; Melamed, 2009). Nos Estados Unidos, a
prevaléncia da doenca ocular é de 2% para a populacéo soropositiva (Holland, 2003)
e em Erechim, sul do Brasil, 17,7% (Glasner et al., 1992). Em Campos dos
Goytacazes, a ocorréncia da forma ocular é frequente, podendo atingir 30% dos
individuos infectados (Bahia-Oliveira et al., 2012). Estes valores percentuais
favorecem estudos acerca do perfil de resposta imune e background genético de
individuos expostos a fatores de risco para infecgao.

As respostas imunes as infec¢cdes sdo frequentemente dominadas por
populacdes de linfécitos Thl ou Th2 e as propor¢cdes relativas dessas
subpopulac¢des durante a resposta imune s&o 0s principais determinantes para o
desfecho de uma infeccdo (Infante-Duarte e Kamradt, 1999). As células Thl
apresentam um perfil pro-inflamatorio e produzem citocinas como TNF-a. Por outro
lado, as células Th2 secretam citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10, as quais
inibem reacdes mediadas por células Thl (Abbas et al., 2008; Paul e Seder, 1994).
As citocinas produzidas em resposta a uma infecgdo sdo de importancia critica para

protecdo ou susceptibilidade a doencas, pois desempenham importantes funcdes na
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regulacdo da resposta imune. AlteragBes nos niveis de producdo destas moléculas
podem contribuir para o inicio e/ou agravamento de doencas de etiologias diversas
(Infante-Duarte e Kamradt, 1999).

Uma caracteristica central na infec¢cao por T. gondii é a inducdo de uma forte
resposta imune Thl, marcada pela producao de IFN-y[] dentre outras citocinas pré-
inflamatorias como TNF-a (Munoz et al.,, 2011). Essa resposta imune pro-
inflamatoria € contrabalanceada pela acédo de citocinas anti-inflamatérias do padrao
Th2 (Munoz et al., 2011). No contexto da toxoplasmose ocular, a resposta imune
local desenvolvida contra T. gondii torna-se bastante complexa pois 0 ambiente
ocular é um sitio imunoprivilegiado, porém, a polarizacdo da resposta para o perfil
Thl é requerida para controle do numero de parasitas. Assim sendo, o padrdo pro-
inflamatoério Thl pode comprometer o privilégio imune e causar danos teciduais
(Lyons et al., 2001).

Os linfécitos Tyd participam da imunidade celular contra T. gondii em
humanos durante a fase aguda da infeccdo (Scalise et al., 1992; De Paoli et al.,
1992). Estes linfocitos desenvolvem acao citotdéxica contra as células infectadas por
T. gondii por meio de via independente de MHC e produzem IFN-y, IL-12 e TNF-q,
sugerindo que esta subpopulagcéo possa ser importante no inicio da resposta imune
protetora contra T. gondii (Subauste et al., 1995). Porém, apesar dos esforcos,
muitos estudos ainda sdo necessarios para se conhecer o papel exato dessas
células na imunidade contra infec¢des por T. gondii. Um estudo mais detalhado dos
linfécitos Tyd na toxoplasmose e o padréo de citocinas, produzido por essas células,
podera ser utilizado na padronizacdo de novos parametros laboratoriais para
avaliacao clinica e progndstica de pacientes infectados.

A investigacdo de polimorfismos em genes que codificam citocinas, bem
como do perfil de secrecao destas citocinas pelos linfocitos Tyd no contexto da idade
dos pacientes infectados por T. gondii e apresentando ou ndo lesao ocular podem
trazer contribuicdes importantes na elaboracdo de estratégias de intervencdes
imunoldgicas que possam favorecer o manejo clinico da doenca com o avan¢o da

idade por exemplo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Toxoplasma gondii

O protozoério T. gondii € taxonomicamente classificado como pertencendo ao
filo Apicomplexa, subclasse Coccidia, familia Sarcocystidae, subfamilia
Toxoplasmatinae, género Toxoplasma. Assim como outros protozoarios do filo
Apicomplexa, T. gondii tem um ciclo de vida complexo que envolve replicacéo
assexuada que ocorre basicamente em todos os animais homeotérmicos até hoje
estudados (hospedeiros intermediarios e definitivos) e reproducdo sexuada que
ocorre apenas nos felinos, hospedeiros definitivos. Esses felinos liberam oocistos no
ambiente onde eles amadurecem e persistem como formas altamente infecciosas
(Elmore et al., 2010).

As caracteristicas morfolégicas de T. gondii variam de acordo com o estégio
do ciclo de vida no qual esteja passando. Existem trés formas distintas: os oocistos
(contendo esporozoitos) que sao formados no intestino dos hospedeiros definitivos e
ganham o meio ambiente como forma oocistica com potencial de infeccdo, os
taquizoitos e os cistos teciduais (contendo bradizoitos).

Os oocistos representam o produto da reprodugcdo sexuada que ocorre no
intestino dos felideos e sé@o eliminados nas fezes destes animais. Sdo ovdides com
um diametro de 10 a 12 um, e sobrevivem por mais de um ano em solo quente e
umido. Tornam-se ndo infecciosos por calor imido ou seco, acima de 66 °C. A
ingestdo de oocistos esporulados contendo esporozoitos pode causar infeccdo em

hospedeiros definitivos ou intermediarios (Dubey et al., 1998).

O taquizoito € a forma intracelular obrigatéria do parasito, sendo aquela com
a capacidade de invadir os tecidos do hospedeiro; tem a forma de lua crescente,
com 7 a 8 um de comprimento, por 2,5 a 4 um de diametro. Sua forma arqueada foi
responsavel pelo nome do género Toxoplasma (do grego “toxon” que significa arco).
E uma forma mdvel, de rapida multiplicacdo, encontrada dentro de vactolos no
citoplasma de varias células de hospedeiros definitivos e intermediarios (Dubey et
al., 1998). A multiplicacdo se da por endodiogenia que € um processo pelo qual duas
células filhas séo originadas dentro de uma célula mde que ao se romper origina
dois organismos. Os taquizoitos induzem forte resposta inflamatéria e destruigéo
tecidual, provocando as manifestacdes clinicas da doenca.

Bradizoitos se encontram no interior dos cistos que sédo formados dentro das

células hospedeiras e cada cisto pode conter centenas de organismos (Dubey et al.,
Rosa, R.F.G.



1998). Os taquizoitos multiplicam-se lentamente, expressam moléculas diferentes e
séo funcionalmente diferentes. A multiplicacdo também se d& por endodiogenia. Os
bradizoitos sdo muito resistentes e podem persistir por anos nos tecidos, mas
podem sair dos cistos teciduais e se transformar em taquizoitos e causar recidiva da
infecgdo particularmente em pacientes imunocomprometidos. Cistos teciduais sao
capazes de infectar hospedeiros definitivos e intermediarios (Montoya e Liesenfeld,
2004).

A multiplicacdo sexuada de parasitos no intestino do gato forma os oocistos
ndo esporulados, que séo eliminados através das fezes do animal. No ambiente,
apos tornarem-se esporulados, passam a ser infecciosos. Apds a ingestdo de
oocistos, por hospedeiros intermediarios, esporozoitos sdo liberados e passam ao
estagio taquizoitos, que sdo formas de rapida multiplicacdo do parasito. Os
taquizoitos penetram ativamente em todos os tipos de células nucleadas (Montoya e
Liesenfeld, 2004), se envolvendo no vacuolo parasitoforo onde decorre sua
replicacdo (Roiko e Carruthers, 2009). ApGs a multiplicacdo, T. gondii rompe a célula
e infecta células adjacentes. Nesta fase inicial, os taquizoitos podem ser
encontrados em diferentes tecidos, onde provocam reac¢do inflamatéria constituida
essencialmente por infiltrado de células mononucleares (Gazzinelli et al., 1993). A
eliminacdo dos taquizoitos ocorre na medida em que ocorre o desenvolvimento da
imunidade do hospedeiro, levando ao desaparecimento dos parasitos livres e
reduzindo a multiplicacéo intracelular dos mesmos. Nesta fase ocorre a formacgao
dos cistos teciduais contendo bradizoitos que sao formas de multiplicacdo lenta do
parasito (Dubey, 1998).

O ciclo de vida de T. gondii pode ser dividido em duas fases. A primeira € a
fase sexual entero-epitelial, a qual ocorre no intestino delgado de membros da
familia Felidae, e uma fase assexuada extra-intestinal em animais infectados,
incluindo o homem (Montoya e Rosso, 2005).

Todos os trés estagios do ciclo de vida de T. gondii sdo infecciosos para 0s
hospedeiros definitivos e intermediarios, que podem adquirir a infeccdo por uma das
seguintes rotas: (A) Transmissao horizontal por ingestao oral de oocistos infecciosos
do meio ambiente em agua ou alimentos contaminados, e até eventualmente por
aspira-los em poeira contaminada; (B) transmissdo horizontal por ingestdo oral de
cistos teciduais contidos em carne crua ou mal cozida ou visceras do hospedeiro

intermediario, ou (C) transmisséao vertical pela passagem de taquizoitos através da
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placenta (Tenter et al., 2000). O ciclo de vida completo de T. gondii pode ser

observado na Figura 1.

Ingestdo de oocistos Transmiss&o vertical
liberados nas fezes
de gato

Ingestado de cistos teciduais por meio de predagao

TRENDS In Paradioiog

Figura 1: Ciclo de vida de T. gondii. O fluxograma mostra o hospedeiro definitivo (HD), uma variedade de
hospedeiros intermediarios (HI) e trés vias de transmisséo: ingestdo de oocistos das fezes de gato (indicada pela
seta azul), ingestdo de cistos teciduais por meio de predagdo (indicada pelas setas vermelha e verde) e
transmisséo vertical de mée para filho (indicada pela seta laranja) (extraido e modificado de Worth, 2013).

2.2. Caracterizacdo da Toxoplasmose

O entendimento mais apurado da toxoplasmose teve grande auxilio a partir do
desenvolvimento da técnica sorolégica denominada teste do corante ou “dye test”,
desenvolvido em 1948 por Sabin e Feldman, considerado o teste padrédo ouro (gold
standard) para toxoplasmose (Montoya and Liesenfield, 2004). A elevada proporcéo
de humanos e animais domésticos com anticorpos contra T. gondii representou uma
grande surpresa para 0Ss pesquisadores, que até entdo consideravam a
toxoplasmose como uma infeccéo relativamente rara (Ferguson, 2009).

Foram muitas as especulacbes sobre as formas de transmissdo da
toxoplasmose, Woke e colaboradores (1953) suspeitavam que T. gondii era
transmitido por artrépodes e investigaram a possibilidade de transmissao por varias
espécies de insetos, porém seus resultados ndo confirmaram suas hipoteses.
Todavia, as primeiras evidéncias relacionadas a transmissdo da toxoplasmose
surgiram com estudos de casos de recém-nascidos e a transmissao vertical. As
maes dessas criancas, apesar de assintomaticas, quando submetidas ao teste
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sorolégico mostravam-se positivas, o que permitiu deduzir sobre a ocorréncia de
transmissao congénita (Wolf et al., 1941).

Os primeiros estudos correlacionando a infeccdo toxoplasmica com habitos
alimentares foram publicados por Weinman e Chandler (1954). Em estudos de
sobrevivéncia de T. gondii, Jacobs e colaboradores (1960) mostraram que cistos
teciduais de bradizoitos eram capazes de sobreviver ap0s exposi¢cdo a acidos e a
tripsina, permitindo prever o papel da alimentacdo como fonte de transmissdo da
toxoplasmose. Desmonts e colaboradores (1965) confirmaram o papel de alimentos
mal cozidos ou crus na transmissao de cistos de T. gondii. Além disso, estudos de
Bahia-Oliveira e colaboradores (2003) demonstraram pela primeira vez a ocorréncia
da relacdo entre a infec¢éo por T. gondii e o consumo de 4gua néo tratada ou nao
filtrada de forma continua para grandes contingentes populacionais o que até entéo
era concebido ocorrer apenas em surtos da infeccao (Benenson et al., 1982; Bowie
et al., 1997). O potencial da dgua contaminada presumidamente por oocistos de T.
gondii como veiculo de transmissdo da toxoplasmose foi definitivamente
demonstrado ocorrer pela primeira vez em um surto no Brasil onde se pode
demonstrar e genotipar o parasito implicado no surto (Moura et al., 2006).
Posteriormente na Franca demonstrou-se a presenca de DNA do T. gondii em agua
gue seria utilizada para consumo humano e animal (Aubert e Villena, 2009). Embora
pouco comum, a transmissao por transplante de 6rgaos, transfusdo sanguinea e
contaminacdo com agulhas ou animais infectados tem sido também reportada
(Montoya e Liesenfeld, 2004).

Dados os varios mecanismos de transmissdo da toxoplasmose, atualmente
ela é considerada uma das mais comuns infec¢Bes parasitarias do mundo, tanto na
area médica quanto veterinaria (Tenter et al., 2000). A alta prevaléncia da
toxoplasmose adquirida e congénita na cidade de Campos dos Goytacazes, é
reconhecida como uma das mais elevadas ja descrita na literatura. Estudo
sorologico conduzido em Campos dos Goytacazes, area endémica para a
toxoplasmose, entre a populagdo de baixo poder aquisitivo, mostrou que a
soroprevaléncia foi de 84,8% (Bahia-Oliveira et al., 2003).

Grandes esforgos foram alocados com o intuito de se compreender mais
detalhadamente a patogenia da toxoplasmose e suas principais manifestacoes
clinicas. Indiscutivelmente que a compreenséo do ciclo de vida completo de T. gondii

facilitou o entendimento dessas questdes. ApOs a ingestdo dos oocistos, sua
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membrana é rompida pelo suco gastrico liberando quatro esporozoitos que se
disseminam nas células do lumen intestinal e alcancam o sistema linfatico e a
circulacdo sanguinea do hospedeiro (Dubey et al., 1970). Durante a fase aguda da
doenca ocorre expressiva multiplicacdo dos taquizoitos e invasdo de varias células.
A fase crbnica se caracteriza por um periodo de laténcia, no qual bradizoitos
multiplicam-se lentamente em cistos teciduais.

Toxoplasma gondii infecta células nucleadas, inclusive tem capacidade de
sobreviver no interior de células do sistema fagocitico. Em pacientes
imunocompetentes a infeccdo toxoplasmica € em geral assintomética, por outro
lado, em pacientes imunossuprimidos ou imunocompremetidos ele pode causar
sérias doencas (Miller et al., 2009). Foi descrito que a infec¢do toxopladsmica causa
morte celular e necrose rodeada por uma resposta inflamatéria aguda (Bhopale,
2003).

Montoya e Liesenfeld (2004) relatam que a toxoplasmose sintomética €
prevalente entre 10 e 20% dos pacientes infectados. Nesses pacientes a infeccao
pode se caracterizar por linfoadenopatia com hiperplasia reticular e hidrocefalia
(Jackson e Hutchison, 1989). A doenca pode ainda causar, secundariamente,
mudancas hematoldgicas como anemia, leucopenia, linfocitoses, trombocitopenia e
pneumonia (Durlach et al., 2003). Associa-se também a ocorréncia de doencas
oculares, especialmente retinocoroidites (Holland, 2003).

2.2.1. Caracterizagdo da Toxoplasmose Ocular

Nos primeiros estudos clinicos de toxoplasmose ja se observava sua possivel
associacdo com distarbios visuais. O primeiro estudo clinico detalhado sobre
toxoplasmose ocular foi realizado por Hogan (1951), entretanto, as lesGes oculares
eram relacionadas apenas com a doenca congénita. A ocorréncia de lesdes oculares
em adultos foi reconhecida através de estudos preliminares no final dos anos 1950
(Hogan, 1958), que ainda postulavam que tais lesdes seriam reflexo tardio de
infeccdo congénita. Um estudo brasileiro apresentou dados epidemiol6égicos de
filnos de méaes com sorologia negativa para toxoplasmose apresentando lesao
ocular colocando fim ao entendimento de que lesdes oculares seriam decorrentes
apenas das infeccbes congénitas e que portanto lesdes oculares poderiam também
ser atribuidas a infec¢éo durante qualquer fase da vida (Holland, 2004).

A retina é o sitio usual para localizacdo de T. gondii no olho, podendo o

parasito ainda atingir a coréide e o nervo optico (Eckert et al., 2007). A duracéo e a
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intensidade das lesbGes estdo relacionadas ao hospedeiro, ao parasito e a fatores
ambientais, sendo que o0 gendtipo do parasito infectante parece ser importante na
severidade da doenca em pacientes imunocompetentes (Holland, 2004). Em um
estudo comparativo realizado por Gilbert e colaboradores (2008), foi sugerido que a
aumentada frequéncia e a severidade da doenca ocular no Brasil, comparada com
resultados europeus, estaria provavelmente relacionado a maior exposicdo da
populacao brasileira a cepas mais virulentas de T. gondii.

A retinocoroidite toxoplasmica pode causar perda da acuidade visual e
cegueira entre adultos jovens nos paises desenvolvidos. Ela é caracterizada por
retinopatia necrosante, que é desencadeada pela ativacdo de organismos latentes
na retina (Garweg e Candolfi, 2009). A destruicao tecidual € provavelmente atribuida
ao sinergismo entre a proliferacdo de T. gondii e rea¢des inflamatérias na retina,
cada um com maior ou menor importancia dependendo de caracteristicas
intrinsecas ao hospedeiro (Holland, 2004).

Em alguns paises, mais de 50% dos casos de uveites posteriores sao
atribuidos a toxoplasmose (Soheilian et al.,, 2004), enquanto que no Brasil esse
percentual encontra-se em mais de 80% dos casos (Oréfice e Bahia-Oliveira, 2005).
Especificamente sobre a toxoplasmose ocular, estudos realizados no Brasil sugerem
pequenas variacdes no percentual de prevaléncia. Em Campos dos Goytacazes, a
prevaléncia de doenca ocular pode chegar a atingir proximo de 30% da populacéo
soropositiva (Bahia-Oliveira et al.,, 2012), em Erechim, no Rio Grande do Sul, a
prevaléncia foi de 17% da populacdo com toxoplasmose (Glasner et al., 1982).

2.2.2. Classificacdo das Les0fes

A toxoplasmose ocular tipicamente afeta o polo posterior dos olhos, podendo
ocorrer acometimento mono ou bilateral. As lesbes podem ser solitarias, multiplas ou
satélite (Commodaro, 2009).

Porém, como observado em trabalhos prévios, individuos portadores de
lesGes retinianas, com diferentes graus de destruicdo retino-coroidal, apresentam
diferencas significativas quanto a diversos parametros imunolégicos (Azevedo-Silva,
2001), assim, é importante que seja utilizado um padréo de classificacdo das lesdes.
Nesse sentido, o presente estudo considerara o sistema de classificacdo que reflete
0 grau de destruicdo do tecido retiniano. Na Figura 2, lesbes cicatrizadas da retina

apresentando alto, médio ou baixo grau de severidade, foram classificadas como do
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tipo A, B ou C, respectivamente (Bahia-Oliveira et al., 2001, 2009, 2012; Oréfice e
Bahia-Oliveira, 2005; Dutra et al., 2013).

As lesdes cicatrizadas do tipo A apresentam limites bem marcados,
usualmente circundadas por um halo pigmentado e com uma area central clara, a
qual representa uma area de atrofia retinocoroidal, permitindo a visualizacdo da
esclera. O halo pigmentado pode ser explicado pela rapida proliferacdo do epitélio
pigmentar da retina mobilizando-se para recompor o tecido danificado, o que pode
causar hiperpigmentacdo (Figura 2A). As lesbGes cicatrizadas do tipo B sao
caracterizadas por uma area central tipicamente hiperpigmentada circundada por um
halo hipopigmentado. Nesse caso, a reacdo inflamatoria € provavelmente de menor
intensidade e o reparo tecidual parece ser mais eficaz que na leséo tipo A (Figura
2B). As lesbBes cicatrizadas do tipo C possuem aspecto morfologico inespecifico,
podendo apresentar-se pigmentadas e/ou atréficas, sendo os danos causados ao
tecido retiniano menos severos que os causados pelas lesbes A e B (Figura 2C e
2D). Os individuos afetados pela toxoplasmose ocular podem apresentar cicatrizes
de um Unico tipo de lesao (Figura 2A-D) ou cicatrizes de lesbes com multiplos graus

de severidade (Figura 2E e 2F).

Figura 2: Fotografias de lesBes cicatriciais ndo ativas de fundo de olho (retinocoroidianas). Os
painéis 2A e 2B representam lesdes Unicas do tipo A e B, respectivamente. Painéis 2C e 2D
representam lesdes Unicas tipo C, que sao hiperpigmentadas ou hipopigmentagéo (atrofica),
respectivamente. As lesBes cicatriciais por tipo sdo indicadas por setas coloridas: vermelha
representa tipo A das lesfes cicatriciais, laranja representa leses cicatriciais tipo B e amarela indica
lesBes cicatriciais tipo C. As duas imagens na parte inferior (painéis 2E e 2F) mostram multiplas
lesBes cicatriciais de tipo ABC (com setas vermelhas, laranja e amarela) e uma lesdo cicatricial
multipla do tipo AB (com setas vermelhas e laranja) (Bahia-Oliveira et al., 2012).
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2.3. Resposta Imune ao Toxoplasma gondii

T. gondii induz resposta imune consistente e duradoura que leva ao controle
da proliferacédo dos taquizoitos nos hospedeiros. A infeccdo primaria € caracterizada
por elevados niveis de citocinas IL-12, IFN-y e TNF-a (Figura 3). A acdo combinada
dessas citocinas é central para a resisténcia ao T. gondii, e provoca uma forte
resposta imune adaptativa T-helper-1 (Thl) mediada por células CD4" e CDS8"
(Montoya e Liesenfeld, 2004).

2.3.1. Participacédo das células naimunidade ao Toxoplasma gondii

Os leucdcitos polimorfonucleares (PMN), conhecidos como os primeiros tipos
celulares a alcancarem um sitio de infec¢do, exercem sua atividade antimicrobiana
por meio de fagocitose e inativacdo de patdgenos via mecanismos de citotoxicidade.
Foi observado que PMN, in vitro, quando estimulados com antigenos de T. gondii
liberam rapidamente IL-12 e IFN-y, sugerindo que estas células estejam envolvidas
nas respostas de citocinas no inicio da infec¢cdo, podendo desenvolver importante
papel no desencadeamento da secrecdo de muitas outras citocinas detectadas na
infeccdo toxoplasmica (Bliss et al., 1999).

A estimulacdo de macrofagos por T. gondii induz a producédo de TNF-a e IL-
12, os quais agem sinergicamente estimulando células NK a secretarem IFN-y, que
por sua vez intensifica a ativacdo de macrofagos infectados (Denkers e Sher, 1997)
e ativam macréfagos néo infectados, estimulando o seu metabolismo oxidativo.

Na infeccdo toxoplasmica, as células NK foram postuladas como mediadoras
de mecanismos citotdxicos, podendo agir diretamente contra os parasitos (Hauser e
Tsai, 1986). A atividade desta célula esta também relacionada com a producédo de
citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas, como IFN-y, TNF-a, GM-CSF, LT-a, MIP-
1la, MIP-1B e RANTES (Biron et al., 1999; Moretta et al., 2001). O papel das células
NK tem sido explorado in vivo em camundongos SCID, os quais sao portadores de
imunodeficiéncia severa, com auséncia de células T CD4" e células T CD8". Neste
modelo, a resisténcia a T. gondii esta relacionada a producao de IFN-y por células
NK (Sher et al., 1993). Esta atividade de NK é dependente de fatores sollveis
secretados por macrofagos ativados, tais como IL-12 e TNF-a. As citocinas TGF- e
IL-10 antagonizam a resposta desta célula por meio de vias diferentes. A primeira

inibe a produgcdo de IFN-y pelas células NK, enquanto a segunda age sobre
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macréfagos impedido-os de produzir TNF-a, IL-1 e IL-12, culminando na inibicdo da
resposta pelas células NK (Alexander e Hunter, 1998).

Estudos prévios realizados com individuos residentes no municipio de
Campos dos Goytacazes mostraram que as células NK sédo importantes tanto para
controle da manifestacdo da doenca ocular como para transmisséo fetal do parasito.
Bahia-Oliveira e colaboradores (2009) mostraram que individuos soropositivos para
toxoplasmose sem presenca de lesdo ocular apresentavam um percentual
significantemente mais elevado destas células do que individuos soropositivos com
presenca de lesdo ocular, sugerindo que células NK teriam importante papel no
controle dos cistos teciduais. Estes dados corroboram o que foi descrito por Denkers
e Gazzinelli (1998), os quais mostraram que células NK, em infeccdo murina,
mantinham cistos teciduais em estado latente de forma que ndo comprometesse 0s
tecidos oculares.

Na imunidade celular especifica é importante a participacdo de células T tanto
direta quanto indiretamente através da secrecdo de seus produtos. A participacao da
subpopulacdo de células TCD4" foi demonstrada ser de grande importancia, visto
que murinos cronicamente infectados, quando tiveram suas células TCD4"
depletadas, apresentaram danos no SNC que acarretaram a morte (Vollmer et al.,
1987). Entretanto, o completo controle da toxoplasmose cronica é dependente tanto
de linfocitos TCD4" quanto de TCD8" e, da sintese de IFN-y, resultante da funcéo
sinergistica desenvolvida por estas duas subpopulagdes celulares, além das células
NK (Gazzinelli et al., 1992). Células Thl CD4" produzem, dentre outras, as citocinas
IFN-y e IL-2, sendo a IL-2 responséavel pela ativacdo de células NK e células T, as
quais sdo citotoxicas para as células-alvo infectadas por T. gondii. Células Th2 CD4"
produzem, dentre outras, as citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 que estdo associadas
a regulacdo da resposta imune mediada por célula. Estes subgrupos de células T
sdo capazes de regular cruzadamente as atividades uma das outras.
Adicionalmente, a transferéncia adotiva de células T imunes, principalmente a

subpopulacédo de linfocitos TCD8", é capaz de proteger camundongos dos desafios

com cepas virulentas do parasito (Gazzinelli et al., 1991). Linfécitos TCD8* atuam
através da producdo de IFN-y, mas também desempenham atividade citotoxica
sobre as células infectadas (Alexander e Hunter, 1998).

Outra subpopulacdo de células que também participa da imunidade celular &

a chamada linfocito duplo negativo. Essas células ndo expressam em sua superficie
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nem a molécula CD4 e nem CDS8. Esses linfocitos estdo presentes em baixas
concentragdes, variando entre 1 a 5% do total dos linfécitos T circulantes em adultos
saudaveis (Roden et al., 2008). Estas células podem expressar o receptor de células
T (TCR) do tipo alfa/beta (af3) ou do tipo gama/delta (yd). O subconjunto de células
Tyd encontra-se aumentado em varias doencgas infecciosas humanas, como por
exemplo: leishmaniose cutanea, reagdes reversas na hanseniase, na area de zonas
de necrose em linfadenite tuberculosa circundante, no sangue periférico de
pacientes com sarampo, ha mononucleose infecciosa, na imunodeficiéncia humana
causada por HIV-1 e na malaria (Born et al., 1991).

Linfocitos Tap bem como linfécitos Tyd participam da imunidade celular contra
T. gondii em humanos durante a fase aguda da infeccao (Scalise et al., 1992; De
Paoli et al., 1992). Modelos de estudo utilizando camundongos "nude" (atimicos)
mostram que estes animais sdo extremamente susceptiveis a cepas virulentas e nao
virulentas de T. gondii (Lindberg e Frenkel, 1977).

Os mecanismos para ligacdo e reconhecimento do antigeno pelas células Tyd
ainda ndo estdo completamente compreendidos, porém parece que em alguns
casos 0 antigeno pode se ligar diretamente ao TCR desta célula e em outro,
necessitam ser apresentados por uma APC (Morita et al.,, 2007) podendo ter a
participacdo da molécula CD1 no reconhecimento de alguns antigenos lipidicos
(Russano et al., 2006; Spada et al., 2000).

Outros estudos discutem que o reconhecimento de antigenos pelo TCR yd
ocorre de forma fundamentalmente diferente do que ocorre nas células Taf. As
células yd néo requerem o processamento do antigeno e o reconhecimento nao é
restrito as moléculas do complexo MHC. Foi demonstrado que linfécitos Tyd sdo
expandidos e ativados in vitro quando cultivados com células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) que internalizaram parasitos mortos. Estes linfécitos
desenvolvem acao citotdxica contra as células infectadas por T. gondii por meio de
via independente de MHC e produzem IFN-y, IL-12 e TNF-qa, sugerindo que esta
subpopulacdo possa ser importante no inicio da resposta imune protetora contra T.
gondii (Subauste et al., 1995).

Brandes e colaboradores (2005) demonstraram que células Tyd humanas
possuem as caracteristicas principais de APC. Quando ativadas, essas células

processam e apresentam os antigenos via MHC e fornecem sinais co-estimulatérios

Rosa, R.F.G.



13

suficientes para indugcdo da proliferacdo e diferenciacdo celular de linfocitos Taf
naive in vitro.

Dessa forma, atuam dentro da imunidade inata e servem como elo entre a
imunidade inata e adaptativa. Alguns estudos mostram que linfocitos Tyd da corrente
sanguinea, ap0s serem expostos a agentes infecciosos podem ativar outros
componentes do sistema imune e desencadear rapida secre¢cdo de quimiocinas e
citocinas do perfil Thl como IFN-y e TNF-a estimulando assim as células NK, NKT e
facilitando o desenvolvimento da resposta imune adaptativa de linfocitos Tap
especificos (Moser & Eberl, 2007; Wang et al., 2001). Além disso, também secretam
quimiocinas que atraem outros leucécitos e fagocitos para o local da infeccdo
(Cipriani et al., 2000).

Rhodes e colaboradores (2001) demonstraram evidéncias que os linfécitos
Tyd podem regular a funcdo imune de outros leucécitos devido a producdo de
citocinas como IL-10 e TGF-B. Além disso, as células Tyd também expressam
receptores de células NK como NKG2D (Bauer et al., 1999; Das et al., 2001; Rincon-
Orozco et al.,, 2005), podendo entdo exibir atividade citotoxica contra células
infectadas por virus e células tumorais.

Estudos in vitro realizados em primatas demonstraram o desenvolvimento de
memoria pelas células Ty, evidenciada por uma resposta maior e mais rapida apos
a segunda exposicao ao antigeno (Shen et al., 2002). Porém, essas células ndo séo
capazes de desenvolver memoria do tipo antigeno-especifica, ou seja, ndo séo
capazes de desenvolver uma resposta a apenas um antigeno, como as células Taf3
de memoria. Essas células Tyd apds exposicdo a determinado antigeno se
transformam em um estado que os pesquisadores designaram de “preparadas” no
qual as células expressam marcadores de ativacdo e algumas moléculas de
memoria, sendo capazes entdo de reagir de forma mais exacerbada em uma
segunda exposicdo, porém, essa resposta ndo é considerada antigeno-especifica
uma vez que elas possuem baixa especificidade para os antigenos (Jin et al., 2005;
Shen et al.,2002).

Além disso, estudos recentes demonstraram que células Tyd humanas
ativadas podem auxiliar na resposta imune humoral mediada por linfocitos B. Isto foi
evidenciado pela demonstracdo de moléculas co-estimulatérias importantes para
ativacdo das células B em linfocitos Tyd, e em co-culturas in vitro com células B

tonsilar e células yd (Brandes et al., 2005; Caccamo et al., 2006).
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Concluindo, os linfocitos Tyd podem auxiliar na defesa do organismo através
da apresentacdo de antigenos, secrecdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias, destruicao direta de células infectadas ou transformadas, regulacdo do
processo inflamatério, auxilio na ativacdo de células B e producédo de anticorpos e
ainda podem exibir comportamento de células de memdria. Dessa forma, células
Tyd possuem caracteristicas inatas e adaptativas muitas vezes sendo consideradas
o elo entre os dois tipos de resposta imune.

Os linfocitos B secretam anticorpos especificos de diferentes isotipos, como
IgM, IgG, IgA e IgE contra T. gondii e os taquizoitos extracelulares podem ser
destruidos por mecanismos dependentes de anticorpos. Ocorre o predominio de
anticorpos IgM durante a fase aguda da infeccdo, assim como de anticorpos IgG
durante a fase cronica (Couto et al., 2006). A producdo do isotipo IgA tem sido
encontrado precocemente sobre superficies de mucosa, sugerindo atividade
protetora desta imunoglobulina contra reinfeccbes do hospedeiro (Mineo et al.,
1993). Além da funcdo de secretar anticorpos, os linfocitos B estdo envolvidos em
outras funcdes imunes, como apresentacao de antigenos a linfocitos T e producéo
de citocinas. Harris e colaboradores (2000) mostraram células B de camundongos
produzindo IFN-y em resposta a infeccao por T. gondii.

Azevedo-Silva (2001), em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa,
investigou a participacdo das células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
na imunidade contra T. gondii. Foram observados perfis diferentes da resposta
imune de grupos de individuos soropositivos para toxoplasmose sem lesé@o ocular e
de grupos de individuos portadores de lesdo ocular toxoplasmica com diferentes
apresentacoes. Individuos portadores de lesdo do tipo A apresentaram baixos
percentuais de células T CD4+ e T CD8+ circulantes, enquanto individuos
apresentando lesdes oculares tipo C, mostraram elevados percentuais de células
Tyd circulantes, bem como de IFN-y, sugerindo que manifestacbes clinicas da
doenca ocular toxopldsmica, encontram-se associadas a apresentacdo de

parametros imunoldgicos periféricos diferenciados (Azevedo-Silva, 2001).
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Figura 3: Representacéo das células e citocinas do sistema imune envolvidas na toxoplasmose e na destruicao
do parasito (Azevedo-Silva, 2001 com permissao).

2.3.2. O papel das citocinas IL-10 e TNF-a e a imunidade ao T. gondii

Varios estudos tém sido realizados para investigar o papel das citocinas no
controle da infeccdo ocular por T. gondii, tanto em modelo animal, quanto em
humanos.

As citocinas sdo moléculas protéicas com potente capacidade
imunomoduladora, e medeiam a inflamacdo e a resposta imune através de sua
influéncia sobre a ativacdo, a proliferacdo e a diferenciacdo celular. H& muitos
relatos de que genes de citocinas sao polimorficos em suas regifes reguladoras,
tendo demonstrado que polimorfismos de citocinas podem influenciar nos desfechos
clinicos de doencas (Pyo et al., 2003).

Conjuntos diferentes de citocinas que, desempenham fungbes efetoras
distintas, sdo produzidos por células T helper (Th). No final da década de 80 foi
demonstrado que as células Th podiam se diferenciar, basicamente, em dois
subconjuntos de células: Thl (resposta pré-inflamatéria) ou Th2 (resposta anti-
inflamatoria). As citocinas foram classificadas em citocinas inflamatérias (por
exemplo, IL-1 e TNF-a); citocinas de perfil Th1 (por exemplo, IFN-y) e citocinas de
perfil Th2 (por exemplo, IL-4, IL-6 e IL-10) (Mosmann e Coffman, 1989).

A interleucina-10 (IL-10) € uma citocina com importante propriedade anti-
inflamatoria e imunossupressora, produzida por células Th2, que protege o
hospedeiro de uma resposta inflamatoria exacerbada contra infec¢cdes por
patogenos (Miller et al., 2009). IL-10 € produzida principalmente por mondcitos,

linfécitos T, linfocitos B, células NK, macréfagos e células dendriticas (Deniz et al.,
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2008). IL-10 inibe a expressdo de muitas citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas
(De Waal Malefyt et al., 1991). Por outro lado, IL-10 promove a sobrevivéncia,
proliferacédo e diferenciacdo das células B humanas e aumenta a producéo de 1gG4
(Akdis e Akdis, 2009).

Para entender o papel da IL-10 na retinocoroidite toxoplasmica, foram
comparados camundongos com deficiéncia funcional do gene desta interleucina e
camundongos controles selvagens (sem qualquer deficiéncia) apds injecao
intraperitoneal do parasito. Aumento da infiltracdo celular e necrose foram
observados no tecido ocular dos hospedeiros imunodeficientes em relagdo aos
controles (Lu et al., 2003).

O Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) € uma citocina proé-inflamatoria,
produzida por células Thl, que protege o hospedeiro contra a infeccdo por T. gondii
por estimular a atividade microbicida dos macrofagos e induzir a secrecdo de IFN-y
pelas células NK (Filisetti e Candolfi, 2004).

Dados da literatura mostram que camundongos infectados por T. gondii
desenvolveram inflamacédo ocular focal e envolvimento do epitélio pigmentar da
retina. O tratamento desses animais com anti-IFN-y ou anti-TNF-a resultou em um
aumento das lesdes oculares, associadas principalmente com o0s taquizoitas
(Gazzinelli et al., 1994). Outro estudo demonstrou, no entanto, que a estimulacéo de
endotélio vascular retiniano de camundongos infectados pelo parasito com IFN-y,
TNF-a e IL-1pB inibiu o crescimento do mesmo dentro destas células (Brunton et al.,
2000). Esses resultados sugerem que IFN-y e TNF-a sdo elementos cruciais no
controle do crescimento parasitario, que esta diretamente associado ao
desenvolvimento das lesdes oculares.

Peixoto-Rangel (2008), na regido de Campos dos Goytacazes, mostrou que
PBMC de individuos soropositivos para toxoplasmose (com ou sem lesdo ocular)
apresentaram aumento na produgédo de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IFN-y e TNF-a
qgquando comparados com PBMC de individuos soronegativos sob estimulo de
antigeno soluvel de T. gondii.

O envelhecimento imunoldgico também é acompanhado por uma mudanca de
perfil de expressédo das citocinas. Dados da literatura mostram que, a inflamacgéo
cronica decorrente do envelhecimento (ou inflammaging), mostra-se com um
aumento de até quatro vezes dos niveis de citocinas inflamatorias circulantes. Varios

estudos relataram aumento nos niveis de IL-3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-15 e TNF-a com o
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aumento da idade (Malaguarnera et al., 2001; Bruunsgaard et al., 2003). O
desequilibrio na producéo e na liberacdo de citocinas e a manutencdo de um estado
pré-inflamatério contribuem para a maior predisposicdo a determinadas doencas
infecciosas e para o aparecimento e/ou agravamento de doencas cronicas,
condi¢des comuns no idoso.

Estudos realizados por Peixoto-Rangel (2008) também demonstraram que
células de individuos soropositivos para toxoplasmose (com ou sem lesdo ocular)
apresentaram aumento na producdo da citocina IFN-y, apos estimulo de antigeno
soltvel de T. gondii, em comparacdo aos individuos soronegativos e que 0s niveis
desta citocina tendem a aumentar com a idade.

Como descrito, grande variedade de citocinas € produzida em consequéncia
da resposta imune do hospedeiro contra T. gondii. Estas citocinas podem atuar no
curso da infeccdo controlando tanto o crescimento dos parasitos, quanto a
magnitude da resposta imune contra 0 mesmo. Assim, a resposta imune efetiva
contra os parasitos pode se tornar lesiva para o hospedeiro gerando processos de
autoagressao caso ela ndo seja devidamente balanceada (Gazzinelli et al., 1994;
Bruton et al., 2000; Lu et al., 2003; Filisetti e Candolfi, 2004).

2.4. Susceptibilidade Genética a Infec¢cdes Parasitarias

O avanco de projetos genomas tanto de humanos como de patdgenos tem
contribuido para estudos das interacdes entre patégeno e hospedeiro no sentido de
determinar a susceptibilidade a doenca infecciosa através de novas abordagens
(Blackwell, 2001). O polimorfismo genético tem papel importante na susceptibilidade
genética a doencas infecciosas, uma vez que pode alterar sitios de reconhecimento
antigénico, a ligacdo de citocinas a seus ligantes, a producdo das mesmas e a
expressdo de proteinas modificadas (Dutra et al., 2009). Entretanto, muitos outros
fatores também estdo envolvidos na determinacdo da susceptibilidade, tais como,
estado de saude prévio e imunidade adquirida (Kwiatkowski, 2000).

A forma mais comum de polimorfismo € o polimorfismo de nucleotideo Unico
(SNP), caracterizada por uma alteracdo em um unico par de bases no DNA (Nielsen,
2004). Os polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) sao resultantes de
mutacdes pontuais e correspondem a posicdo onde existe uma alternancia dos
nucleotideos A, C, G, T em uma frequéncia alélica minima de 1% numa dada

populacdo. Os SNPs podem estar presentes tanto em regides codificadoras como
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em regides ndo codificadoras do genoma (Brookes, 1999). Em regides
codificadoras, quando resultam em uma substituicAio de aminoéacido, s&o
denominados sinbnimos, podendo a substituicdo ser conservativa ou nao
conservativa em funcdo das caracteristicas dos aminoacidos envolvidos na troca.
Nesses casos, podem ocorrer modificacdes estruturais e funcionais nas proteinas.
As substituicbes mais frequentes que ocorrem no DNA séao as que envolvem bases
nitrogenadas de mesma caracteristica estrutural, ou seja, troca entre duas purinas
(A/G ou G/A) ou duas pirimidinas (T/C ou C/T) e sdo denominadas transi¢cées. Caso
essas mutacbes ocorram em células germinativas, sejam transmitidas as geracoes
seguintes e se fixem na populacdo em uma freqiiéncia minima de 1% passam a ser
consideradas polimorfismos (Brookes, 1999). Varios SNPs ndo parecem afetar os
produtos de genes, mas outros podem ter importancia funcional, uma vez que
afetam a transcricdo génica, a estabilidade do RNA ou a prdépria proteina codificada
(Shapira, 2005).

As infeccBes sdo uma das principais causas da morbidade e mortalidade
humana. As doencas infecciosas sdo uma grande pressdo seletiva, e 0s genes
envolvidos na resposta imune sdo 0s mais numerosos e diversos do genoma
humano, indicando as vantagens evolutivas de uma resposta imunologica variada
para uma ampla gama de patdégenos (Burgner, 2006). O exemplo mais claro € com o
protétipo de regido genética de susceptibilidade a infeccdo, HLA. Pacientes cujos
alelos de HLA classe Il sdo heterozigotos e sdo mais propensos a eliminar a
Hepatite B infecciosa.

Varios parasitos, da mesma forma que T. gondii, sdo capazes de provocar
infeccdo cronica assintomatica em seus hospedeiros, por muitos anos. Em alguns
individuos, no entanto, 0s mesmos parasitos podem causar doen¢a mais agressiva.
Por isso, h4 um grande interesse em tentar identificar os fatores que causam o
desenvolvimento da doenca em apenas uma fracdo da populacdo que esta exposta
aos parasitos. Muita atencdo tem sido dada ao ambiente, porque a transmisséo do
parasito depende fundamentalmente de fatores ambientais, incluindo a densidade e
distribuicdo de vetores e viruléncia do parasito.

A composicao genética pode afetar a susceptibilidade a doenca, influenciando
a resposta inflamatéria, imunidade inata e adaptativa, bem como pode mudar as
condicdes de colonizagdo de microorganismos. Uma vez que a consequéncia

funcional de polimorfismos pode ser o estabelecimento do fendtipo de determinada
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doenca, muitos estudos tém observado associacdes entre os polimorfismos de
genes especificos com ocorréncia de determinadas patologias (Dutra et al., 2009).

As afirmacbes de que polimorfismos de genes podem influenciar na
expressdo de moléculas controladoras de respostas imunes tém provocado um
profundo impacto no entendimento dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento
das doencas. Nos ultimos anos tém-se demonstrado que polimorfismos em genes
de citocinas sao correlacionados tanto com a susceptibilidade quanto com a
protecdo ao desenvolvimento de doencas (Dutra et al., 2009).

Um trabalho sobre polimorfismo em genes de citocinas desenvolvido com
pacientes colombianos apresentando diferentes manifestacbes clinicas de
tuberculose, mostrou que polimorfismos de nucleotideo Unico presentes em genes
gue codificam IL-10 e IFN-y estavam associados a tuberculose pleural em individuos
que apresentavam baixo ou alto perfii de producdo dessas citocinas,
respectivamente (Henao et al., 2006). Outros trabalhos demonstraram significante
associacdo entre polimorfismos na regido promotora de interferon e ocorréncia de
leishmaniose (Salih et al., 2007) e malaria (Naka et al., 2009).

Recentemente, um estudo em Campos do Goytacazes revelou associacdo de
polimorfismos de nucleotideo Unico no gene IFNG com diferentes tipos de lesbes
cicatriciais da retina provavelmente causadas pela toxoplasmose. Nesse estudo
foram observadas associacfes entre 0s SNPs rs2069718 e rs3181035 com lesbes
cicatriciais da retina/retinocoroideanas tipo A e do tipo C, respectivamente (Guerra-
Peixe et al., 2014). Os autores também demonstraram que, a associacdo entre o
SNP rs2069718 e as lesdes cicatriciais tipo A revelou diferenciais niveis de IFN-y
correlacionados com gendtipos distintos. Esses dados sugerem fortemente que
estudos de imunogenética de individuos com infeccéo congénita ou adquirida apos o
nascimento sdo necessarios para entender melhor o papel das citocinas e seus
polimorfismos na patogénese da toxoplasmose ocular.

Polimorfismo de genes que codificam citocinas pro-inflamatérias como TNF-q,
IL-6, IL-12 e IFN-y e citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-B tém sido
associado a vérias doencgas (Lu et al., 2005 e Cordeiro et al., 2008). Assim, foram
investigados alguns polimorfismos de genes que codificam citocinas relacionados a
resposta imune na retinocoroidite toxoplasmica: IL-10 e TNF-a. Ao ser analisado o
polimorfismo do gene responsavel pela produgéo da IL-10, rs1800896, observou-se

que a presenca do alelo A esta associado com a ocorréncia da retinocoroidite
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toxoplasmica (Cordeiro et al., 2008). Este resultado sugere que individuos infectados
e portadores deste polimorfismo apresentam um maior risco de desenvolverem a
doenca, em comparacdo com individuos infectados, mas sem o polimorfismo. O
polimorfismo do gene que foi mostrado influenciar na producdo do TNF-q,
rs1800629, estd associado ao aumento da producéo desta citocina. Com relacdo a
retinocoroidite toxopldsmica, ndo foram encontradas associacdes significativas do
polimorfismo rs1800629 com a ocorréncia da doenca, quando comparados
individuos infectados com e sem a doenca, e com a recorréncia da doenca (Cordeiro
et al., 2008).

Uma série de estudos vém confirmando a relevancia de elementos da
resposta imune na patogénese da retinocoroidite toxoplasmica. Parece ser
necessario um controlado balanco entre as citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatoérias na determinacdo da ocorréncia e da gravidade da doenca. Além disso,
evidéncias recentes demonstram que predisposi¢cdo genética pode ser relacionada
tanto com a ocorréncia, quanto com a recorréncia da toxoplasmose ocular (Cordeiro
et al., 2008; Albuquerque et al., 2009; Bahia-Oliveira et al., 2012; Guerra-Peixe et al.,
2014).
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3. JUSTIFICATIVA

A endemicidade da toxoplasmose em Campos dos Goytacazes-RJ é alta
atingindo 57,2% da populacdo. No contingente populacional de baixo poder
aquisitivo o nivel de prevaléncia desta infeccdo atinge 84,8% (Bahia-Oliveira et al.,
2003). Além disso, esta mesma populagéo, que vive em comunidades carentes, sob
condigbes sanitarias precéarias, também estd exposta a infestacdes helminticas
adquiridas via oral (Bahia-Oliveira et al., 2009).

Infecbes parasitarias geram basicamente dois tipos de resposta mediada por
linfécitos Th. O padrdo de resposta do tipo Thl (pré-inflamatéria) e Th2 (anti-
inflamatéria) induzem a producdo de citocinas que sdo secretadas durante a
infeccdo. T. gondii provoca uma forte resposta Thl (Montoya e Liesenfeld, 2004)
engquanto infec¢des por helmintos resultam em uma resposta imune potente do tipo
Th2.

Alguns estudos apontam a importancia dos linfocitos Ty® em algumas
doencas infectocontagiosas como toxoplasmose, leishmanioses, malaria, hepatites e
algumas infec¢cdes causadas por bactérias (De Paoli et al.,, 1992; Scalise et al.,
1992; Carulli et al., 2004; Chen et al., 2003; Dieli et al., 2001; Hossain et al., 2000;
Mathiot et al., 2001; Moreau et al., 1996; Ottones et al., 2000). Porém, apesar dos
esforcos, muitos estudos ainda sdo necessarios para se conhecer o papel exato
dessas células na imunidade contra infeccbes por T. gondii. Um estudo mais
detalhado dos linfécitos Tyd na toxoplasmose e o padrao de citocinas, produzido por
essas células, poderd ser utilizado na padronizacdo de novos parametros
laboratoriais para avaliacao clinica e progndstica de pacientes infectados.

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram a participacao de
células mononucleares do sangue periférico na imunidade contra T. gondii
(Azevedo-Silva, 2001). Estudos posteriores realizados por Peixoto-Rangel (2008) na
regido de Campos mostraram que PBMC de individuos soropositivos para
toxoplasmose (com ou sem lesao ocular) apresentaram aumento na producao de IL-
4, IL-5, IL-10, IL-13, IFN-y e TNF-a, apos estimulo de antigeno solavel de T. gondii,
em comparacdo a PBMC de individuos soronegativos. Esse estudo também mostrou
gue os niveis de INF- y produzidos tendem a aumentar com a idade, enquanto 0s
niveis de IL-13 permanecem constantes. Isto sugere que IL-13 estaria controlando

0s niveis de producdo das demais citocinas, mas ndo os de IFN- y, o que poderia
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explicar o desenvolvimento de lesbes severas em individuos mais velhos (Holland,
20009).

O envelhecimento imunologico € acompanhado por mudanca de perfil de
expressao das citocinas. O inflammaging aparenta ter uma propensao progressiva a
um estado pré-inflamatério fortemente influenciado pela carga genética do individuo
(Mishto et al., 2003).

Deste modo, a investigacdo de parametros moleculares a partir de
levantamentos epidemiolégicos € importante tanto para fornecer sustentacdo no
contexto das doencas infecciosas, como para ampliar sua dimensao de importancia
enquanto modelo para a pesquisa basica. No Brasil, estudos envolvendo o parasito
T. gondii tem demonstrado o potencial da importancia deste como modelo de estudo
em projetos de pesquisa na area de imunogenética e epidemiologia molecular,
sugerindo que polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) poderiam ser
responsaveis por variacdes tanto em componentes da resposta imune inata como no
padrao de resposta de citocinas (Cordeiro et al.,, 2008; Albuquerque et al., 2009;
Bahia-Oliveira et al., 2012; Guerra-Peixe et al., 2014).

Desse modo, a investigacdo de SNPs nos genes das citocinas IL-10 e TNF-a
e o perfil de secrecao destas citocinas pelos linfocitos Tyd no contexto da idade dos
pacientes infectados por T. gondii e apresentando ou ndo leséo ocular podem trazer
contribuicdes importantes na elaboracdo de estratégias de monitoramento da
toxoplasmose ocular com repercussdes importantes como na conduta do tratamento

da doenca com o avango da idade por exemplo.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo Geral

A fim de melhor compreender o papel de linfécitos Tyd produtores das

citocinas IL-10 e TNF-a nas manifesta¢gdes oculares da infecgdo por Toxoplasma

gondii, propbs-se investigar polimorfismos de nucleotideo Unico nos genes dessas

citocinas e seus potenciais efeitos sobre a resposta imune, relacionando com a

manifestacdo e/ou severidade da retinocoroidite toxoplasmica em individuos de

diferentes faixas etarias.

4.2. Objetivos Especificos

Recrutar aproximadamente 500 individuos distribuidos em coorte de
individuos infectados afetados por lesdo ocular ou nédo afetados e nao
infectados pelo T. gondii;

Selecionar SNPs através dos site HapMap e software Haploview v4.2;
Genotipar SNPs dos genes candidatos IL10 e TNFA pelo Ensaio de TagMan,;
Relacionar os polimorfismos com a ocorréncia e/ou severidade das lesdes por
meio de testes de associacdo genética baseado em populacéo;

Caracterizar através da citometria de fluxo os percentuais dos linfocitos Tyd
do sangue periférico de individuos infectados afetados por lesdo ocular ou
ndo afetados e ndo infectados pelo T. gondii, entre duas diferentes faixas
etarias: 1) até 59 anos de idade (< 60 anos) e 2) acima de 60 anos de idade
(= 60 anos);

Investigar o percentual de linfécitos Tyd produtores de IL-10 e TNF-a no

sangue periférico dos individuos descritos no item anterior.
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5. POPULAQAO DE ESTUDO, MATERIAL E METODOS
5.1. Individuos sujeitos da pesquisa

Neste estudo participaram 528 individuos residentes no municipio de Campos
dos Goytacazes/RJ. Os 528 individuos foram avaliados quanto aos parametros
genéticos e 72 individuos (de um total de 528 individuos) também foram avaliados
por parametros imunologicos. Esses individuos eram provenientes de trés grupos:
individuos da populacdo em geral, individuos doadores de sangue no Hemocentro
do Hospital Ferreira Machado e individuos participantes do Projeto Terceira Idade
em Acao da UENF. Os mesmos foram selecionados considerando-se como critério:
1) sorologia para toxoplasmose; 2) fundoscopia para verificagdo de lesdes oculares
decorrentes da infeccdo por T. gondii, e classificacdo das mesmas de acordo com
suas caracteristicas morfoldgicas; 3) sexo; 4) idade; 5) estado imunolégico, tendo
sido excluido aqueles individuos com imunodepressao (por uso de medicamentos,
neoplasias, etc) e/ou debilitados no seu estado geral de saude.

Amostras de sangue foram coletadas e identificadas por cddigos
alfanuméricos, resguardando os direitos de privacidade dos individuos. Todos o0s
individuos que participaram do estudo foram informados sobre os objetivos do
projeto e sobre sua forma de participacdo, além da realizacdo da leitura do termo de
consentimento, posteriormente assinado pelo individuo (Anexo 1). O termo foi
redigido segundo as regras da resolucdo 194/96, exigida pelo Comité Regional de
Etica em Pesquisa (CEP) e a Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP),
para coleta de amostras de sangue periférico e exames fundoscépicos. Esse projeto
foi aprovado pelo CEP (FIOCRUZ/RJ — Parecer n°. 347/06) e pelo CONEP
(Ministério da Saude - Parecer n°. 013/2007) (Anexo 2).

5.2. Exames oftalmoldgicos para deteccédo da lesdo ocular e sua classificagéo
O exame de oftalmoscopia binocular indireta (Oftalmoscopio Indireto, marca
Welch Allyn) foi realizado nos 528 individuos participantes do estudo, a fim de
identificar lesdes oculares decorrentes da infeccao por T. gondii. Apds constatacéo da
presenca de lesdes oculares toxoplasmicas, todos os pacientes foram submetidos
ao registro fotografico de tais cicatrizes, utilizando-se o retindgrafo marca Zeiss,
modelo Visucam. Posteriormente, as imagens foram analisadas, minuciosamente, e
classificadas conforme os tipos de lesdo (A, B e C) baseados no sistema de

classificacdo proposto por Oréfice e colaboradores (Oréfice e Bahia-Oliveira, 2005;
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Bahia-Oliveira et al., 2009, 2012; Aleixo et al., 2009; Dutra et al., 2013). Os
individuos distribuidos de acordo com a presenca de lesdes oculares e sua
classificagdo quanto ao aspecto morfolégico (lesdo ocular do tipo A, B ou C)
encontram-se na Tabela 1. Neste estudo, individuos que apresentavam cicatrizes
com multiplos graus de severidade foram alocados no grupo correspondente ao tipo
mais grave. A média de idade dos individuos participantes na época do exame
fundoscépico foi de 36 anos (desvio padréo de 12,8).

Tabela 1: Caracteristicas dos individuos participantes dos estudos genético e imunoldgico,

agrupados de acordo com a sorologia para toxoplasmose, sexo e auséncia ou presenca de lesdes
cicatriciais retinocoroidianas.

Tipo
Sorologia para i . P Sexo Numero de
Perfil Clinico de ) o o
Toxoplasmose _ (Masculino/Feminino) individuos
Lesao
] Sem leséo 1
Negativo 82/40 122
(SL)
Sem leséo )
180/91 271
(SL)
Positivo A 33/16° 49
Com leséo 4
20/16 36
(CL) 5
24/26 50
Total 528

'O grupo negativo nao foi incluido na analise genética.

’0 grupo positivo sem leséo foi considerado como grupo controle para a analise genética.

%0 grupo positivo com lesdo do tipo A inclui individuos com lesdes Unicas do tipo A (n= 22) e individuos com
lesdes multiplas do tipo AB (n= 12), ABC (n=12) e AC (n= 3), totalizando 49 individuos que estéo representados
na tabela.

‘0 grupo positivo com leséo do tipo B inclui individuos com les@es Unicas do tipo B (n= 28) e individuos com
lesbes multiplas do tipo BC (n= 8), totalizando 36 individuos que estéo representados na tabela.

°0 grupo positivo com leséo do tipo C inclui apenas os individuos com les@es cicatriciais do tipo C.

E importante ressaltar a colaboracdo: do Projeto de Extensdo da UENF
Terceira ldade em Acdo e da coordenadora desse projeto, Prof®. Rosalee Santos
Crespo Istoe; do Hemocentro do Hospital Ferreira Machado e dos servicos de
oftalmologia e do laboratério de analises clinicas do Hospital Geral de Guarus,
pertencentes a rede de atendimento da Prefeitura Municipal de Campos dos
Goytacazes, por meio de concessao de uso de espaco fisico e equipamentos do
setor de atendimento, bem como por meio de disponibilizacdo de profissionais
(médicos e técnicos) ligados a esses locais. Os médicos oftalmologistas que

participaram do estudo realizando os exames oftalmoldgicos (oftalmoscopia
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binocular indireta e retinografia) foram: Dr. Ricardo G. Peixe e Dr® Elisa Waked
Peixoto.

5.3. Coleta de amostras de sangue periférico e sorologia

As amostras de sangue dos individuos foram coletadas por profissionais
especializados através de venopuncdo, por meio de tubos a vacuo contendo o
anticoagulante citrato de sodio e armazenadas a —20°C até o uso nas andlises
genéticas.

Amostras de sangue também foram coletadas em tubos sem anticoagulante, os
quais permitiram a obtencdo de soros utilizados para analises sorolégicas. Amostras
de soros de todos os pacientes foram analisadas quanto a presenca de anticorpos 1gG
especificos no reconhecimento de T. gondii. As analises foram feitas pela técnica de
ELISA com a utilizagdo do Kit Toxonostika IgG Il (Biomerieux).

As placas do Kit possuem seus pocos recobertos com antigeno do T. gondii inativado,
constituindo a fase solida. As amostras a serem testadas, bem como amostras
controles, foram adicionadas, e complexos imunes foram formados devido a ligacdo de
anticorpos anti-T. gondii presentes nas amostras e o antigeno na fase solida. Seguindo
a incubacdo, os pogos foram lavados com tampao fosfato por 4 vezes de
aproximadamente 50 segundos.

Anticorpos de carneiro anti-lgG humano conjugado a peroxidase foram incubados e,
apés este periodo os pocos foram novamente lavados. O substrato TMB
(tetrametilbenzidina) foi incubado por 30 minutos, e reagiu com a peroxidase
produzindo coloragéo. A reacao foi parada com adicdo de &cido sulftrico.

As placas foram lidas no leitor de ELISA (DYNATECH MR5000), ap6s o
desenvolvimento da cor. O filtro utilizado foi de 450 nm. A concentracdo do anticorpo

pbde ser estimada usando uma curva de calibracao.

5.4. Estudo Imunoldégico
5.4.1. Preparo do Antigeno Soluvel de Toxoplasma gondii (STAQ)

Taquizoitas da cepa RH foram mantidos em monocamadas de fibroblastos
humanos provenientes de prepucio (HFS-F) infectados, assim como em peritbneo de
camundongos da linhagem CF1 fémeas de 3 a 4 semanas de idade.

As células HFS-F foram mantidas em meio “Dubelcco’s Modified Essencial
Médium” (DMEM) / F-12 (GIBCO-BRL) suplementado com 10% de soro fetal bovino
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(SFB; GIBCO-BRL), e em estufa tmida a 37°C, com 5% de CO,. Quando as culturas
se encontraram em monocamadas confluentes, foram infectadas com taquizoitas
obtidos de culturas de HFS-F previamente infectadas ou de lavagem peritoneal de
camundongos infectados.

Para obtencédo do lavado peritoneal contendo parasitas, os camundongos
foram eutanasiados em camara de CO, e presos a placa de cortica em decubito
dorsal com auxilio de agulhas. Foram injetados 3 mL de PBS estéril e gelado sob o
peritbneo previamente exposto (por rebatimento da pele). O peritbnio foi
massageado e o liquido peritoneal contendo os taquizoitas foi recolhido através de
puncdo com seringa. Foram inoculados intraperitonealmente de 0,3 - 0,5 mL por
camundongo, contendo aproximadamente 10% parasitos recolhidos do lavado
peritoneal. ApOs este processo, o material coletado foi centrifugado a 5009, por 5
minutos, a temperatura ambiente, para retirada de células peritoneais.
Posteriormente, o sobrenadante foi novamente centrifugado a 913g por 30 minutos a
4°C, para separar parasitos. O sedimento obtido foi ressuspendido e os organismos
foram contados em camara de Neubauer e adicionados a cultura de HFS-F numa
proporgéo de 5-10 parasitos por fibroblasto.

Os parasitos coletados a partir da segunda passagem em culturas de
fibroblastos foram centrifugados a 500g, por 15 minutos a temperatura ambiente. Os
sedimentos foram estocados a -70°C, e posteriormente, utilizados para produzir o
antigeno soluvel de T. gondii. Este ultimo processo consistiu ha passagem destes
sedimentos em cinco ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e,
descongelamento em banho-maria a 37°C. A massa contendo os parasitos lisados,
apos o ultimo ciclo, foi ressuspendida em PBS gelado e ultracentrifugada a 40.000g,
durante 70 minutos a 4°C. O sobrenadante foi dialisado em membranas com limite
de exclusao inferior a 10.000 kDa, contra PBS por 48 horas a 401C. O sobrenadante
dialisado foi, entdo, esterilizado por filtracdo em membrana de nitrocelulose
(Millipore) com poros de 0,22um. O extrato antigénico estéril foi, posteriormente,
aliquotado para dosagem de proteinas pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951).

As aliquotas do extrato foram armazenadas a -20° até o uso.
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5.4.2. Cultura de Células do Sangue Periférico

Para cultivo de células sanguineas dois tubos de polipropileno de 15mL foram
preparados por individuo (tubo controle e tubo STAg). No tubo controle foi
adicionado 1mL de RPMI completo contendo L-glu 1,6% e 1 mL de sangue total
colhido em heparina. No tubo de antigeno 250uL de STAg (2ug/mL) foi adicionado e
acrescido de 750mL de RPMI completo e 1 mL de sangue. Em seguida os tubos
foram incubados por 24h em estufa contendo 5% de CO, a 37°C.

5.4.3. Determinac&o Fenotipica de Células Tyd com marcacdo intracelular das
citocinas IL-10 e TNF-a

As 72 amostras de sangue periférico foram incubadas por 20 horas e apés
esta primeira incubacao foram adicionados 20uL de brefeldina A na concentragao
final de 10 ug/mL em todos os tubos. As amostras foram novamente incubadas em
estufa contendo 5% de CO, a 37°C por um periodo de 4 horas. A utilizacdo da
brefeldina A assegura a retencdo da citocina no interior celular, uma vez que essa
substancia as mantém no interior do complexo de Golgi. Apés a segunda incubacéao,
220uL EDTA 20mM (concentracéao final de 2mM) foram adicionados diretamente as
culturas. Ap6s homogeneizagcdo em vortex, as culturas foram incubadas por 10
minutos a temperatura ambiente. Este procedimento bloqueia o processo de
ativacdo posterior das células e garante a obtencdo de resultados padronizados.
Posteriormente foram lavadas com 6 mL de PBS-W (PBS pH 7,4 contendo 0,5% de
BSA e 0,1% de azida sddica). As células foram centrifugadas a 400g, por 7 minutos
a 18°C. Posteriormente, foram adicionados 200uL do sangue lavado em tubos de
poliestireno 22x75mm de 5mL, contendo anticorpos monoclonais de superficie
(Tabela 2) e os tubos foram incubados por 30 minutos a temperatura ambiente e ao
abrigo de luz. Em seguida, os eritrocitos foram lisados e os leucécitos fixados com
3mL de solucédo de lise comercial (Facs Lysing Solution — Becton Dickinson) por 10
minutos a temperatura ambiente. As células foram centrifugadas a 400g , por 7
minutos a 18°C. Posteriormente, as células foram lavadas com 500uL de PBS-W e
permeabilizadas com 3mL de PBS-P (PBS pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de
azida sodica e 0,5% de saponina). Os tubos foram incubados por 10 minutos a
temperatura ambiente. A suspensao celular foi centrifugada a 400g, por 7 minutos a
18°C, e novamente lavada com PBS-W. Posteriormente, 30uL das células

permeabilizadas foram adicionadas em pocos de fundo U e incubadas por 30
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minutos a temperatura ambiente, ao abrigo de luz. O plaqueamento celular foi feito
em placa de 96 pocos de fundo U onde previamente anticorpos anti-IL-10 e anti-
TNF-a foram diluidos conforme normas do fabricante em um volume final de
20uL/pogo (Tabela 2). Apos periodo de incubacéo as células foram primeiramente
lavadas com 100uL de PBS-P e centrifugadas a 400g, por 7 minutos a 18°C e, em
seguida com 200uL de PBS-W e centrifugadas a 400g, por 7 minutos a 18°C. Por
fim, foram adicionados 200uL de solugido fixadora (10g/L de paraformaldeido,
10,2g/L de cacodilato de sédio e 6,65¢g/L de cloreto de sédio pH 7,2). As amostras
foram mantidas a 4°C, ao abrigo da luz, até o momento da leitura, que nado foi
superior a 24 horas. No momento da leitura, todos os pocos e contetdos foram
transferidos para microtubos de leitura de 500uL. A analise dos parametros
fenotipicos das células presentes em cada tubo foi determinada com o auxilio de um
citbmetro de fluxo (FACScalibur — Becton Dickinson), utilizando o programa

CELLQuest™ para aquisicdo e andlise dos dados.

Tabela 2: Anticorpos anti-marcadores fenotipicos e anti-citocinas intracelulares.

Marcadores Fenotipicos Anticorpos / Fluorocromo

Anti-CD3 / PerCP

Células Tyo
Anti-yd / FITC
Marcadores de citocinas Anti-IL10/ PE
intracelulares Anti-TNF-a / APC

5.4.4. Andlises Estatisticas

Analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Prisma (GraphPad
Prism 4.0). Inicialmente, a natureza paramétrica ou ndo parameétrica dos dados foi
avaliada considerando-se o seu grau de independéncia, normalidade e variancia. Os
dados que n&o apresentaram distribuicdo normal foram analisados pelo teste
estatistico Kruskal-Wallis, seguido pelo Teste de Dunn’s para comparagao entre trés
grupos ou mais e o Teste Mann-Whitney para comparacéo entre dois grupos. Em

todas as analises, as diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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5.5. Selecao dos SNPs

Amostras de DNA dos 528 individuos, incluindo individuos infectados (afetados
por lesdo ocular ou ndo) e néo infectados por T. gondii foram genotipadas para 12
SNPs em genes candidatos IL10 e TNFA (Tabela 3). Posteriormente, os dados foram
utilizados para analise da propor¢éo de alelos envolvidos na composi¢do de genotipos
em individuos apresentando diferentes fenotipos clinicos de lesé@o ocular (leséo tipo A,
leséo tipo B e leséo tipo C).

A selegdo dos SNPs de IL10 e TNFA de interesse para este estudo foi
realizada a partir de artigos da literatura cientifica e através da base de dados do
sitio HapMap (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). No sitio HapMap, foi selecionada a
opgao “HapMap Genome Browser release #28” para fases 1, 2 e 3 que mesclam
gendtipos e frequéncias. Para a andlise, foi selecionado “Download SNP genotype
data” e feita sua configuracdo por meio da selegcdo da populagdo de interesse,
indicada como CEU (moradores de Utah, com ascendéncia européia ocidental ou
nérdica). Utilizou-se o programa Haploview versdo 4.2 para checar desequilibrio de
ligagéo (Linkage Disequilibrium - LD), onde os SNPs com muito baixa MAF (Minor
Allele Frequency), como menores que 0,05, foram destacados em vermelho e néo
foram incluidos no mapa de LD. O mesmo procedimento foi feito para a populacéo
africana YRI (moradores de Yoruba em Ibadan, Nigéria).

Apos selecdo dos SNPs a partir de artigos da literatura cientifica e do sitio
HapMap foi montado o mapa de desequilibrio de ligacdo por meio do Haploview no
intuito de observar o desequilibrio de ligagdo entre os SNPs selecionados para este
estudo na populacéo europeia (CEU). Na Figura 4A e 4B temos os mapas de IL10 e

TNFA, respectivamente.
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Tabela 3: Polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) selecionados para IL10 e TNFA.
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Localizag&o Sequéncia de
no referéncia
SNP cromossomo Alelo 1 Alelo 2

IL10 (forward strand Chr 1931-32)

IL10_rs1800896 206946897 NC_000001.10 T C
IL10_rs1800871 206946634 NC_000001.10 G A
IL10_rs3021094 206944952 NC_000001.10 T G
IL10_rs1800894 206946666 NC_000001.10 T C
IL10_rs1800890 206949365 NC_000001.10 A T
TNFA (forward strand Chr 6p21.3)

TNFA_rs928815 31531215 NC_000006.11 T G
TNFA_rs2857709 31532814 NC_000006.11 G A
TNFA_rs2857708 31533606 NC_000006.11 T C
TNFA_rs17200740 31535539 NC_000006.11 A C
TNFA_rs915654 31538497 NC_000006.11 A T
TNFA_rs909253 31540313 NC_000006.11 G A
TNFA_rs1800629* 31543031 NC_000006.11 A G

* O SNP rs1800629 foi selecionado, a partir de dados da literatura descritos por
Cordeiro e colaboradores (2008), apesar de ndo constar no mapa da Figura 4.

Rosa, R.F.G.



32

11618111
153021094
rs3024491
rs3024400
152222202
11800872
rs1800871 /
151800894
rs1800893 |
rs1800890

rs2857602 .
rs17200740 |
s2844484
rs2844482 |
rs2071590
2239704 .

-]
w =]
- ~
-] M~
-] n
& 2
-] L]
] w
5 -4

rs2857708
rs2857706
rs2009658
rs1800683
rs809253

Block 1 (8 k)
1 3

Figura 4: Mapa de desequilibrio de ligacdo da populacdo CEU para IL10 (A) e TNFA (B) gerado no
Haploview (http://www.hapmap.org/). Os valores de desequilibrio de ligacdo entre dois SNPs estdo
indicados nos quadrados da matriz. Onde ndo existe valor, D=1 (isto é, 100). As cores preta (alto)
passando pelo cinza (médio) até o branco (baixo) indicam o grau de confiangca na estimativa de
desequilibrio de ligacao entre os SNPs.
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5.6. Extracdo de DNA a partir de amostras de sangue total

Utilizando o kit comercial DNeasy Blood Tissue (Qiagen) foram extraidos DNA
gendmico das 528 amostras de acordo com o protocolo do fabricante, onde
primeiramente foram pipetados 20uL de proteinase K em um tubo cénico de 1,5ml.
Em seguida foram adicionadas 100puL de amostra de sangue com anticoagulante
citrato de sddio. O volume total foi ajustado com PBS até atingir 220uL. Foram
adicionados ao mesmo tubo 200uL de tampdo AL (fornecido pelo fabricante) e
misturados com auxilio de vortex (Phoenix AP56) e incubados (Thermomixer
compact - Eppendorf) a 56°C por 10 minutos.

ApGs a incubacéo, foram adicionados 200uL de etanol 100%, misturado a
amostra vigorosamente com auxilio do vortex.

A mistura foi entdo pipetada em tubos de 2mL contendo as mini colunas
fornecidas pelo fabricante e logo, centrifugadas (Microcentrifuga 5415R - Eppendorf)
a 6000g por 1 minuto. Os tubos foram descartados, permanecendo apenas a mini
coluna, a qual foi reposicionada em um novo tubo de 2mL fornecido pelo fabricante.
Entdo, foram adicionados 500uL de tampdo AW1l com etanol e essa mistura foi
centrifugada a 6000g por 1 minuto. O tubo foi descartado novamente, permanecendo
apenas o DNA aderido & membrana presente na mini coluna.

A mini coluna foi posicionada em um novo tubo fornecido pelo fabricante e
entdo, adicionados 500uL de tampdo AW2. Procedeu-se uma centrifugacdo por 5
minutos a 20.000g para secar a membrana. Novamente o tubo foi descartado apos
esse procedimento.

A mini coluna contendo a membrana foi posicionada em um novo tubo cénico
de 1,5mL e, pipetados 100uL de tampéo AE diretamente sobre a membrana. Apos a
incubacéo de 1 minuto a temperatura ambiente, o tubo foi centrifugado a 6000g por
1,5 minutos. O procedimento foi repetido para melhor eluicio do DNA. O DNA
extraido foi quantificado e posteriormente armazenado a -20°C.

5.7. Quantificacdo de DNA por Nanodrop

Por meio do NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 e o programa NanoDrop
ND-1000, as amostras de DNA extraidas foram quantificadas a fim de certificar as
concentragcbes (ng/pL) adequadas e necessérias para a continuidade do estudo.
Esta concentracdo foi determinada pela medida da absorbancia das amostras a

260nm, 280nm e 230nm. A concentracdo e pureza das amostras de DNA foram
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estimadas pelas seguintes razfes: A[260]/A[280] e A[260]/A[230], no qual o mais
puro DNA encontra-se proximo a 1.8 e 1.2, respectivamente.

As amostras que apresentaram concentracdes inferiores a 8ng/uL foram
submetidas a nova extracdo de DNA no intuito de alcancar a concentracao ideal
para a conducdo das andlises de genotipagem do estudo genético.

As amostras foram estocadas a -20°C para uso posterior na genotipagem pela
metodologia TagMan e portanto, avaliagdo dos SNPs.

5.8. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) Touchdown

Com o intuito de checar o sucesso da extragcdo do DNA de todas as amostras
antes dos ensaios genéticos, além da quantificacdo, todas as amostras passaram
pelo procedimento da PCR Touchdown, cuja temperatura de anelamento é diminuida
em 0,5°C a cada ciclo, até temperatura final seja alcancada. O par de primers
utilizado nesta etapa nao foi especifico do estudo, mas sim, da regido do genoma
humano (gene da beta-globina, 365pb), haja vista que se trata apenas da
observacdo do sucesso da extracdo de DNA e da pureza das amostras de DNA
extraido em relacdo a capacidade de amplificacdo por PCR.

Utilizando uma placa de 96 pocos, para cada poco de reacgéo foi adicionado
25ng de amostra de DNA gendmico. Subsequentemente, foram adicionados 1uL de
cada par de primers (forward e reverse) (ha concentracdo de 10mM) capazes de
gerar fragmentos com 365 pares de bases, 12,05uL de agua ultra pura, 0,75uL de
MgCl; (Invitrogen), 2,5uL de tampé&o de PCR 10X (nas concentragdes de 200mM de
Tris-HCI pH 8,0 e 500mM de KCI), 0,2uL de Tag DNA Polimerase Recombinante a
5U/uL (Invitrogen) e 2,5uL de dNTPs (nha concentracdo de 2mM) por reacdo, até
atingir um volume total de 20pL.

A amplificacdo foi realizada em um termociclador de placa (Applied
Biosystems GeneAmp PCR Systems 9700) sob as seguintes condi¢des:

1. Desnaturagéo inicial: 94°C por 10 min
Desnaturacgéo: 94°C por 20 seg
Anelamento: 63-56°C por 60 seg com decréscimo de 0,5°C/ciclo 14 ciclos
Extensao: 72°C por 60 seg
Desnaturacéo: 94°C por 20 seg
Anelamento: 56°C por 60 seg

20 ciclos
Extenséo: 72°C por 60 seg

© N o g A~ WD

Extenséo final: 72°C por 5 min
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5.9. Gel de agarose

Para confirmacdo do DNA extraido, a visualizacdo dos produtos da PCR
Touchdown foi realizada através de géis de agarose a 2%. Para a preparacgdo deste,
a agarose foi dissolvida em tampéao TBE 1X (0,44M Tris-HCL; 0,44M H3BO3; 10mM
EDTA) e aquecida até a completa dissolugédo. Logo, adicionado brometo de etidio
(Sigma, na concentracdo de 10upg/ml) na proporcdo de 2uL para cada 100mL do
volume do gel de agarose.

Para 2uL de amostras foram adicionadas 6pL de tampdo de amostra o-
Cresolsulfonftaleina (Cresol Red - Sigma-Aldrich, na concentracdo de 1mM). Ainda,
foi agregado um marcador padrédo de 100 a 1000 pares de bases (Invitrogen) para
comprovar o peso das bandas obtidas.

Desse modo, foram corridas & 120V durante 0,7 horas e visualizados no
Luminescent Image Analyzer (GE) pelo programa Image Quant LAS 4000, em

exposi¢do do brometo de etidio a luz ultravioleta por 1/8 segundos.

5.10. Ensaio TagMan

No estudo 12 SNPs dos genes de IL10 e TNFA foram genotipados pela
empresa Kbioscience, utilizando metodologia TagMan Assay. Este ensaio consiste
em uma sonda fluorogénica, complementar a sequéncia alvo, no caso, dos SNPs
selecionados para o estudo, a qual é adicionada a mistura de reacdo de PCR. Esta
sonda é um oligonucleotideo com um corante repérter ligado a extremidade 5' e um
corante quencher ligado a extremidade 3' da fita de DNA.

A molécula quencher extingue a fluorescéncia emitida pelo fluor6foro quando
estimulado pela fonte de luz do termociclador da via FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer) (Robinson et al., 2004)

Assim, as sondas fluorogénicas anelam-se dentro de uma regido do DNA
amplificado por um conjunto especifico de primers. Como a Taqg Polimerase, enzima
polimerase da bactéria termofilica Thermus aquaticus (Taq), realiza a extensédo do
primer no sentido 3’-5’ e concomitantemente, tem atividade inerente de exonuclease
5-3" para clivar nucleotideos de dupla fita no local das ligacdes fosfodiéster,
liberando mono e oligonucleotideos ou seja, degradando a sonda fluorogénica.
Logo, o fluoroforo € liberado e afasta-se do quencher, permitindo entdo a
fluorescéncia (Figura 5). Desse modo, a fluorescéncia detectada no termociclador é

diretamente proporcional ao fluoroforo liberado e da quantidade de DNA presente na
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PCR, que se repete em cada ciclo e ndo interfere com o acumulo de produto da

PCR (Robinson et al., 2004).

1. Componentes do ensaio TagMan e modelo do DNA

v
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Figura 5: Esquema representativo,
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retirado e modificado do site da Applied
Biosystems(http://www.cop.ufl.edu/wpcontent/uploads/dept/ptr/centers/pharmacogenomics/T
agManSNPGenotypingAssays.pdf), do ensaio de TagMan utilizado neste estudo para
genotipar SNPs potencialmente associados com a toxoplasmose ocular.
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Os gendtipos foram determinados, visualmente, baseado na emissdo dos
corantes fluorescentes plotados num gréfico de coordenadas X-Y do programa
SNPviewer, especifico da Kbioscience (Figura 6).
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Figura 6: Grafico gerado de uma tabela de resultados obtida a partir do programa
SNPviewer durante as analises de dados do ensaio de TagMan. Grupos de genotipos
homozigotos e heterozigotos estdo destacados em diferentes cores. Grupos nao
especificados foram considerados como dados de genotipagem que falharam.

5.11. Andlises de associacdo genética baseado em estudo de populacao

O estudo realizado buscou comparar polimorfismos de Unico nucleotideo em
genes candidatos de IL10 e TNFA em grupos de individuos afetados e ndo afetados.

Previamente as analises de associacdo genética baseada em populacéo,
analises de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram realizadas utilizando planilha
customizada no programa Microsoft Excel, a fim de certificar que ndo havia desvio,
uma vez que seria considerado erro de genotipagem. Nesta planilha, as frequéncias
alélicas foram consideradas na proporcao de Hardy-Weinberg quando valores de p
foram maiores ou equivalentes a 0,05 (p =0,05) para cada SNP.
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As distribuicdes alélicas e genotipicas em grupos de afetados e néo afetados

foram comparadas usando o teste estatistico y°

- com 1 (1gl) e 2 (2gl) graus de
liberdade respectivamente - realizado tanto em planilha customizada no programa
Microsoft Excel quanto no programa GraphPad Prism 4. Posteriormente, a partir do
programa GraphPad Prism 4, foram calculados para os alelos usando o teste
estatistico de Fisher, os valores de razao de chance (odds ratio - OR) dentro de um
intervalo de confianca de 95% (95% CI) entre grupos de individuos apresentando
diferentes sorologias e fenoétipos clinicos de leséo ocular.

Foi aplicado o método de Bonferroni para correcdo da significancia do valor
de p, por termos realizado nesse estudo mudltiplos testes (5 SNPs para IL10 e 7
SNPs para TNFA) para o0 mesmo grupo de amostras. Com a correcao o valor passa

a ser PeorrigidoS 0,01 para SNPs de IL10 € Peorigido<0,007 para SNPs de TNFA.
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6. RESULTADOS
6.1. Estudo imunoldgico
6.1.1. Populacéo do estudo imunolégico

A populacao estudada foi constituida com um total de 72 individuos infectados
afetados com lesao ocular (CL) ou ndo afetados (SL) e néo infectados (Neg) por T.
gondii (Tabela 4). Os individuos foram divididos em dois grupos etarios: menores de
60 anos de idade (< 60 anos; com média da idade igual a 33,0 anos) e com 60 anos
de idade ou mais (= 60 anos; com média da idade igual a 67,4 anos). Os individuos
< 60 anos foram oriundos da populagdo em geral e os = 60 anos foram oriundos da
populacdo em geral e do Projeto Terceira Idade em Acdo da UENF. Os individuos

incluidos neste estudo foram agrupados de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas dos individuos participantes do estudo imunolégico, agrupados de acordo
com a sorologia para toxoplasmose, auséncia ou presenca de lesfes cicatriciais retinocoroidianas,

idade e sexo.

Tipo Ndmero de
Perfil Clinico  de Sexo individuos

(Masculino/Feminino) (<60anos/260anos)

Sorologia para
Toxoplasmose

Lesao
Negativo (Neg) SerFSILe)sao 2'%2% ¢ 9% 4/9
Sem lesédo ola g 4lbj32a o og2b 5/32
(SL)
Positivo i A® 1%e 2"/ 3% e 4%° 4/6
CoTclf)sao B 112 g 110/p22 g 120 3/2
c® 1'% e 21717 ¢ 3% 2/5
Total 18/54 (72)
" Individuos do sexo masculino e com menos de 60 anos; ™ Individuos do sexo masculino e com 60 anos ou

mais.

22 |ndividuos do sexo feminino e com menos de 60 anos; 2 Individuos do sexo feminino e com 60 anos ou mais.
%0 grupo positivo com leséo do tipo A inclui individuos com les@es Unicas do tipo A (n=7) e individuos com lesdes
multiplas do tipo ABC (n= 3), totalizando 10 individuos que estao representados na tabela.

‘0 grupo positivo com leséo do tipo B inclui apenas os individuos com leses cicatriciais do tipo B.

°0 grupo positivo com lesdo do tipo C inclui apenas os individuos com lesées cicatriciais do tipo C.

6.1.2. Andlise in vitro dos linfécitos Tyd do sangue periférico

Neste estudo, foram avaliados o percentual de linfocitos Tyd do sangue
periférico de individuos afetados por lesédo ocular (CL) ou ndo afetados (SL) e ndo
infectados pelo T. gondii (Neg), entre dois grupos de diferentes faixas etarias: < 60
anos e =2 60 anos, apos estimulo com STAg (imediatamente apds a coleta do sangue
periférico). Na Figura 7, a analise dos resultados mostra que os individuos < 60 anos
com lesdo do tipo A expressam um percentual significativamente maior (p=0,009)

destas células na corrente sanguinea que individuos = 60 anos do mesmo grupo (CL
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do tipo A) (Figura 7A). As analises entre os dois grupos de diferentes faixas etarias
(individuos Neg, SL e CL) ndo mostraram diferenca significativa entre os grupos
(p=0,16), demonstrado na Figura 7B. A analise dos grupos controle e STAg néao

mostraram diferenca significativa entre os grupos (p= 0,67).
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Figura 7: Percentual de linfécitos Tyd circulantes no sangue periférico de individuos
infectados com les&o (CL), sem les&o (SL) ou né&o infectados (Neg) por T. gondii, sob
estimulo do STAg (imediatamente apés a coleta do sangue periférico). Na Figura 7A: Os
individuos foram separados em quatro grupos: com leséo tipo A, tipo B, tipo C e sem lesao;
também estao separados em dois grupos etarios (< 60 anos de idade e = 60 anos de idade).
Na Figura 7B: Os individuos foram separados em 3 grupos: Neg, SL e CL e, também, nos
dois grupos etérios. As barras representam a mediana em cada grupo. A diferenca
significativa (p=0,009) esta identificada com o simbolo **. Os dados foram analisados pelo
teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido pelo Teste de Dunn’s para comparagao entre trés
grupos ou mais e o Teste Mann-Whitney para comparacdo entre dois grupos.

Rosa, R.F.G.



41

6.1.3. Avaliacdo do padrédo de citocinas intracelulares em linfécitos Tyd do
sangue periférico apos culturain vitro

Para este estudo foi analisado o percentual de linfécitos Tyd produtores de IL-
10 (Figura 8A) o qual revelou que nao houve diferenca significativa nos grupos
analisados (Neg, SL e CL, sendo p=0,10). Contudo, observamos que o percentual
de linfocitos Ty® produtores de IL-10, nos dois grupos etarios, mostrou-se
aumentado nos individuos CL quando comparado aos controles SL (Figura 8A). Na
Figura 8B, os individuos infectados foram separados em quatro grupos: com lesao
do tipo A, tipo B, tipo C ou SL e foram comparados o percentual de linfécitos Tyd
produtores de IL-10 nos dois grupos etarios (<60 anos e = 60 anos) e né&o foi
observada diferenca significativa entre os 8 grupos avaliados (p=0,40). Entretanto,
nos individuos acima de 60 anos apresentando cicatrizes de lesdo do tipo C o
percentual de células Tyd produzindo IL-10 foi mais elevado quando comparado com
0s demais grupos estudados, tanto mais jovens quanto também na mesma faixa
etaria com outros tipos de lesédo A e B (Figura 8B).

Ja o percentual de linfécitos Tyd produtores de TNF-a (Figura 9A) foi diferente
significativamente (p=0,04) quando individuos infectados < 60 anos com lesdo do
Tipo A foram comparados com individuos infectados = 60 anos do mesmo grupo (CL
do tipo A). Na Figura 9B, as anadlises entre os dois grupos de diferentes faixas
etarias (individuos Neg, SL e CL) também mostraram diferenca significativa entre os
grupos (p=0,02) no teste estatistico Kruskal-Wallis (quando 6 grupos foram
avaliados), contudo, essa diferenca (Figura 9B) ndo foi observada no Teste de
Dunn’s para comparacéao entre duplas de grupos.

O percentual de linfocitos Tyd produtores de TNF-a mostrou-se aumentado
nos individuos < 60 anos CL quando comparado ao controle SL (Figura 9B). De
forma contréria, o percentual de células produzindo TNF-a mostrou-se diminuido nos

individuos = 60 anos CL quando comparados ao controle SL (Figura 9B).
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Figura 8: Percentual de linfécitos Tyd circulantes no sangue periférico, produtores de IL-10,
de individuos infectados com lesdo (CL), sem lesdo (SL) ou néo infectados (Neg) por T.
gondii, sob estimulo do STAg (imediatamente ap6s a coleta do sangue periférico). Na
Figura 8A: Os individuos foram separados em 3 grupos: Neg, SL e CL e, também, nos dois
grupos etarios. Na Figura 8B: Os individuos foram separados em quatro grupos: com lesédo
tipo A, tipo B, tipo C e SL por grupos etarios. As barras horizontais representam a mediana
em cada grupo. Os dados foram analisados pelo teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido
pelo Teste de Dunn’s para comparagao entre trés grupos ou mais e o Teste Mann-Whitney
para comparacao entre dois grupos.

Rosa, R.F.G.



43

*
3
w , 3.0-4
Ragts
o E
S o
=3
A ° 9
c 9 154
= 5
)
T 5
o
o
O'O-/-\ ~~ ~~ —~~ —~~ —~~ ~~ —~~
S © o W N o b >
M 1 I I I 1 i
[ c [ c [ c [ I
N N N N N N j — C
o o o o o o o <
© © © @ ® ©® ©®© o
VoA vV Al v AN Vv ©
Al
A B C SL
3
w , 3.0-
2y
-
B =0
o ©
:Ecn
c © 15
=
[
T 3
X o
o
0.0-

Neg SL CL Neg SL CL

Individuos < 60 Individuos > 60

Figura 9: Percentual de linfocitos Tyd circulantes no sangue periférico, produtores de TNF-
a, de individuos infectados com leséo (CL), sem lesdo (SL) ou n&o infectados (Neg) por T.
gondii, sob estimulo do STAg (imediatamente ap0s a coleta do sangue periférico). Na
Figura 9A: Os individuos foram separados em quatro grupos: com leséo tipo A, tipo B, tipo
C e sem lesao; também estdo separados em dois grupos etarios (< 60 anos de idade e = 60
anos de idade). Na Figura 9B: Os individuos foram separados em 3 grupos: Neg, SL e CL
e, também, nos dois grupos etarios. As barras horizontais representam a mediana em cada
grupo. A diferenca significativa (p=0,04) estéa identificada com o simbolo *. Os dados foram
analisados pelo teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido pelo Teste de Dunn’s para
comparagao entre trés grupos ou mais e o Teste Mann-Whitney para comparacgéo entre dois
grupos.
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6.2. Estudo genético

Foram genotipadas amostras de DNA de 406 individuos soropositivos para T.
gondii (135 afetados e 271 nao afetados com doencga ocular) e 122 com sorologia
negativa para o parasito. Apos genotipagem, as amostras foram investigadas quanto
a influéncia de polimorfismos de nucleotideo Gnico em genes candidatos sobre a
propenséo ao desenvolvimento da forma ocular e sua correlagédo com os diferentes

tipos de lesBes de retinocoroidites causadas pela toxoplasmose.

6.2.1. Frequéncias alélicas no Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

O Principio ou Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) considera que, em condi¢cfes
de acasalamento ao acaso na auséncia de fatores como migracdo, mutacdo e
selecdo natural, em uma populacéo relevante as frequéncias alélicas e genotipicas
sdo constantes. Logo, as frequéncias alélicas de uma populacdo estdo em EHW
guando sdo proximas daquelas esperadas para a propor¢cdo de Hardy-Weinberg.
Desvios do EHW em populacBes controles podem indicar erros sistematicos de
genotipagem e outros vicios que podem comprometer a replicacdo dos resultados
encontrados. Portanto, a analise do EHW da frequéncia genotipica de marcadores
tem sido amplamente recomendada, como uma etapa crucial em estudos de
associacao genética baseado em populacdo (Moonesinghe, 2010).

Baseado nesse conceito, frequéncias alélicas no EHW foram calculadas para
cada genotipo marcador do estudo. O resultado das analises realizadas para todos
SNPs do gene IL10 e do gene TNFA investigados neste trabalho ndo demonstrou
diferenca significante (p20,05) entre as frequéncias alélicas e genotipicas
observadas e as esperadas pelo EHW para todos os marcadores no grupo controle.
Esses dados confirmam que a amostragem de 528 individuos estava de acordo com
o principio de Hardy-Weinberg (Tabela 5). A tabela mostra também o alelo de menor
frequéncia e sua respectiva frequéncia (MAF), e as frequéncias em populacbes CEU
e YRI.
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Tabela 5: Frequéncias alélicas no Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e frequéncias dos Alelos de

Menor Frequéncia (MAF) para cada SNP.

SNP Teste ¥’ EHW  Alelode  Frequénciado alelo MAF CEU* MAF YRI* Ref SNP

(CONTROLE) menor de menor (%) (%)
frequéncia frequéncia MAF (%)

IL10_rs1800896 1,24 C 36,3 0,53 0,27 T/IC
IL10_rs1800871 0,13 A 314 0,17 0,46 G/A
IL10_rs3021094 0,11 G 59 0,06 0 T/G
IL10_rs1800894 0,10 T 19 0,04 0 TIC
IL10_rs1800890 0,00 T 27,6 0,38 0,20 AIT
TNFA_rs928815 0,49 T 331 0,41 0,28 T/G
TNFA_rs2857709 7,55 A 7,5 0,16 0,05 G/A
TNFA_rs2857708 1,64 T 12,0 0,14 0,05 TIC
TNFA_rs17200740 0 C 0,5 0,02 0 AIC
TNFA_rs915654 2,96 A 46,2 0,32 0,63 AIT
TNFA_rs909253 4,04 G 36,7 0,36 0,48 G/A
TNFA_rs1800629 el A 0 0,17 0,09 AIG

Notas:* - CEU, moradores de Utah; **- YRI, moradores de Yoruba, Ibadan; ***- N&o foi possivel o calculo do x°.

6.2.2. Estudo de associacdo genética com SNPs de IL10 e TNFA

Neste estudo, individuos portadores de doenca ocular foram classificados em
trés grupos (A, B e C), de acordo com o grau de severidade da lesédo ocular causada
pela toxoplasmose, considerando que lesbes classificadas como tipo C s&o de
menor severidade e que as lesdes A e B representam lesdes de retinocoroidite de
alto grau e médio grau de severidade, respectivamente. Dessa forma os individuos
do grupo A apresentavam lesfes oculares do tipo A isoladas ou associadas a outros
tipos de leséo (B, C e BC). O grupo B foi formado por portadores de lesdes tipo B
isoladas ou associadas a lesdo C (BC). O grupo C foi o Unico composto apenas por
portadores de um Unico tipo de lesdo ocular (tipo C).

Com o objetivo de investigar se havia relagéo entre o genotipo para os diferentes
marcadores e 0 grau de severidade da lesdo ocular apresentada pelos individuos
participantes, comparamos as frequéncias alélicas e genotipicas de grupos de
pacientes portadores de diferentes tipos de lesdes oculares (grupos A, B e C) com o

grupo controle, formado por individuos soropositivos sem lesdes oculares.
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Tabela 6: Grupos de individuos formados a partir do perfil clinico obtido por exames de

oftalmoscopia a fim de utiliza-los nas analises de associagdo genética a serem feitas neste estudo.

Cédigo da andlise Combinacéo dos grupos de individuos

(n&o afetados versus afetados)

C1 SL versus CL tipo A
Cc2 SL versus CL tipo B
C3 SL versus CL tipo C

SL: codigo atribuido aos individuos soropositivos para toxoplasmose, mas ndo afetados pela toxoplasmose
ocular.

CL: codigo atribuido aos individuos acometidos pela toxoplasmose ocular, podendo ser com leséo tipo A, B ou
C.

Para este estudo foram avaliados 12 polimorfismos de nucleotideo Unico nos
genes de IL10 (5 SNPS) e TNFA (7 SNPS) em amostras de DNA de 406 individuos
(Tabela 3). Houve uma pequena diferenca entre o numero total de individuos
genotipados (406 individuos) e o namero total de genotipagens para cada SNP
analisado, o que é explicado por falhas na genotipagem de algumas amostras do
DNA. As frequéncias alélicas e genotipicas para cada um dos SNPs foram obtidas a
partir das analises em planilhas customizadas do programa Microsoft Excel para as
diferentes apresentacfes fenotipicas (perfil clinico) dos individuos (Tabela 6). Estas
frequéncias alélicas e genotipicas serviram de suporte para a analise estatistica,
através do teste 32, realizado no programa GraphPad Prism 4. E importante relatar
gue as distribuicbes alélicas e genotipicas para cada um dos 12 SNPs foram obtidas
para todas as analises descritas na Tabela 6. Entretanto, observou-se significancia
ao nivel de 5% no teste estatistico de 3 aplicado apenas para dois marcadores: um
SNP de IL10 (rs1800894) e um SNP de TNFA (rs928815). Com a correcdo de
Bonferroni (valor de pcorrigido < 0,01 para SNPs de IL10 e pcorigido 0,007 para SNPs
de TNFA), apenas os resultados para o marcador de TNFA rs928815 permaneceram
com significancia estatistica. Para os demais SNPs avaliados nesse estudo para os
genes de 1L10 (rs1800896, rs1800871, rs3021094 e rs1800890) e TNFA (rs2857709,
rs2857708, rs17200740, rs915654, rs909253 e rs1800629) nao foi observada

significancia estatistica para nenhuma das analises realizadas (ANEXO 3).
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6.2.2.1. Estudo de associac¢do genética com SNPs do gene IL10

Foram analisadas as frequéncias alélicas e genotipicas em todos os grupos de
analise descritos na tabela 6, para todos os marcadores genotipados para o gene
IL10. Dos cinco SNPs avaliados nesse gene, observou-se para 0 marcador
rs1800894 do gene IL10 diferenca significante (p<0,05) na frequéncia genotipica
entre ndo afetados e afetados no grupo de andlise C1 (SL versus CL tipo A). Os
valores de y? para C1 foram de 7,47 (p=0,02) para as frequéncias genotipicas e de
0,03 (p=0,86) para as frequéncias alélicas (Tabela 7). Para os demais marcadores
do gene IL10 n&o houve diferenga significativa entre os grupos analisados.

Observou-se, na analise C1, analisando as frequéncias genotipicas (Tabela 7 e
Figura 10) que o gendtipo CC (f=0,98) foi 0 mais encontrado nos portadores de lesdo
ocular tipo A. Além disso, observou-se que o alelo C parece atuar de acordo com o
modelo dominante de heranca genética (p=0,02; OD=0,06; IC= 0.002-1.440; Tabela
7 e Figura 11) e ndo com o modelo recessivo (p=0,58). Entretanto, apds a corre¢ao
de Bonferroni, utilizada para correcdo do nivel de significancia de estudos com

multiplas analises, estes dados perdem sua significancia estatistica (Pcorrigido < 0,01).

<

8 75.0- _

2 . A
3 62.54 =B
g _

S 50.0- =cC
s =3 Controle
S 37.5

3

§ 25.0-

o

O -

E 12.5 I_I

g 0.0 -

i TT TC cC

Figura 10: Frequéncia dos gendtipos homozigoto para o alelo 1 (TT), heterozigoto para os alelos 1 e 2

(TC) ou homozigoto para o alelo 2 (CC) do SNP IL10_rs1800894 em grupos de individuos positivos para

toxoplasmose, portadores de diferentes fenétipos da lesao ocular toxoplasmica (A, B, C e Controle SL).
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Tabela 7: Distribuicdo alélica e fenotipica na analise C1 (CL tipo A versus SL) para SNP
IL10_rs1800894.

SNP IL10_rs1800894

CL tipo A SL X2 P ODDS RATIO Cl
N % n %
TT 1 21 0 0 7,47 0,02
TC 0 0 10 3,7
CcC 46 97,9 258 96,3
T 2 21 10 1,9 0,03 0,86 1,14 0,246 — 5,305
Cc 92 97,9 526 98,1

Modelo Dominante

CC+TC 46 97,9 268 100,0 5,72 0,02 0,06 0,002 - 1,440
TT 1 21 0 0

Modelo Recessivo

CcC 46 97,9 258 96,3 0,30 0,58 1,78 0,223 -14,270
TT+TC 1 21 10 3,7

Nota: Pcorrigido < 0,01.
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Figura 11: Modelos de heranca genética dominante e recessivo para o SNP IL10_rs1800894 em
grupos de individuos positivos para toxoplasmose com leséo ocular tipo A (afetados — barra cinza) e

no grupo de individuos positivos sem leséo ocular (ndo afetados - barra branca).

6.2.2.2. Estudo de associacdo genética com SNPs do gene TNFA

A andlise da distribuicado alélica e genotipica realizada em SNPs do gene TNFA
revelou significancia estatistica nas comparacdes entre afetados e ndo afetados em
apenas um marcador (rs928815). Observou-se para o marcador rs1800894 do gene
TNFA diferenca significante (p<0,05) nas frequéncias genotipica e alélica entre ndo

afetados e afetados no grupo de analise C3 (SL versus CL tipo C). Os valores de Xz
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para C3 foram de 15,34 (p=0,0005) para as frequéncias genotipicas e de 12,52
(p=0,0002) para as frequéncias alélicas (Tabela 8). Para os demais marcadores do
gene TNFA nao houve diferenca significativa entre os grupos analisados.

Observou-se, na analise C3, que o alelo A foi mais frequente no grupo SL em
relacdo ao grupo com leséo tipo C (0,33 versus 0,15), sugerindo um papel protetor
para este alelo contra a apresentacdo ocular do tipo C. J4& o alelo C foi mais
frequente nos individuos com leséo tipo C do que no grupo SL (0,85 versus 0,67).
Analisando as frequéncias genotipicas (Figura 12) observamos que o0 genoétipo CC
foi o mais encontrado nos portadores de lesdo ocular tipo C (0,77). Além disso,
observou-se que o alelo de risco C parece atuar de acordo com o0 modelo recessivo
de heranca genética (p<0,0001; OD=3,88; IC=1,897-7,955; Tabela 8 e Figura 13) e
ndo com o modelo dominante (p=0,27). A presenca do gendtipo CC parece
predispor & ocorréncia da forma de lesdo ocular do tipo C. A diferenga entre as
frequéncias do gendtipo CC entre os grupos estudados no modelo recessivo €
estatisticamente significante mesmo apos a correcado de Bonferroni para o valor de p
(Peorrigido < 0,007).
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Figura 12: Frequéncia dos genoétipos homozigoto para o alelo 1 (CC), heterozigoto para os alelos 1 e 2
(CA) ou homozigoto para o alelo 2 (AA) do SNP TNFA_rs928815 em grupos de individuos positivos para
toxoplasmose, portadores de diferentes tipos de cicatrizes da lesdo ocular toxoplasmica (A, B, C) e
Controle SL.
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Tabela 8: Distribuicdo
TNFA_rs928815.

50

alélica e fenotipica na andlise C3 (CL tipo C versus SL) para SNP

TNFA_rs928815

CL tipo C SL %2 P ODDS RATIO Cl
n % n %

cC 36 76,6 123 45,7 15,34  0,0005

CA 8 17,0 114 42,4

AA 3 64 32 11,9

C 80 85,1 360 66,9 12,52 0,0002 2,82 1,557 - 5,126

A 14 149 178 33,1

Modelo Dominante

CC+CA 44 93,6 237 88,1 1,23 0,27 1,98 0,581 - 6,753

AA 3 6,4 32 11,9

Modelo Recessivo

CcC 36 76,6 123 45,7 15,25 <0,0001 3,88 1,897 -7,955

AA+CA 11 23,4 146 54,3
Nota: pcorigido < 0,007.
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Figura 13: Modelos de heranca genética dominante e recessivo para o SNP TNFA rs928815 em

grupos de individuos positivos para toxoplasmose com lesdo ocular tipo C (afetados — barra cinza) e

no grupo de individuos sem lesdo ocular (ndo afetados - barra branca).
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7. DISCUSSAO

O protozoario Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatério com
ampla distribuicdo geogréafica (Dubey, 2010). A toxoplasmose € considerada uma
doenca infecciosa altamente prevalente e estima-se que cerca de 30% da populagéo
mundial esteja infectada (Robert-Gangneux & Dardé, 2012). No Brasil, a doenca é
altamente prevalente e essa prevaléncia esta entre uma das mais altas do mundo. Em
Campos dos Goytacazes, a endemicidade da toxoplasmose também € alta,
peculiaridades ambientais e sociais influenciam os fatores de risco e impacto sobre a
soroprevaléncia quando analises séo realizadas em populacdes locais estratificadas
por nivel sdcio-econémico (Bahia-Oliveira et al., 2012). A toxoplasmose atinge 57,2%
da populacdo quando se considera conjuntamente as classes alta, média e baixa
(Bahia-Oliveira et al., 2003). Para o contingente populacional de baixo poder
aquisitivo o nivel de prevaléncia desta infeccdo atinge 84,8% (Bahia-Oliveira et al.,
2003).

A retinocoroidite toxoplasmica é a infeccdo mais comum da retina e a
manifestacdo clinica mais frequente da toxoplasmose (Holland et al., 2009). Uma
combinacdo de fatores do parasito e do hospedeiro € considerada causa para esta
apresentacao clinica particular de toxoplasmose que é caracterizada por lesdes
multifocais, que se localizam no epitélio pigmentar da retina bem como podem atingir
as camadas profundas da mesma (Maenz et al., 2014). A infec¢do toxoplasmica se
apresenta, na presenca ou auséncia de cicatrizes retinocoroidais adjacentes,
geralmente acompanhadas de graus variados de inflamacé&o intraocular envolvendo
vitreo, vasos retinianos e nervo Optico, nesse caso, com perda visual significativa
(Vasconcelos-Santos, 2012). A prevaléncia de toxoplasmose ocular pode variar de
uma regido para outra, dentro do pais, mesmo em face de soroprevaléncia da mesma
magnitude (Bahia-Oliveira et al., 2012). Em Campos dos Goytacazes, Bahia-Oliveira
e colaboradores (2012) mostraram que a prevaléncia da manifestacdo ocular da
toxoplasmose pode atingir 30% da populag&o soropositiva.

O estudo da toxoplasmose ocular continua sendo um desafio com muitas
guestdes em aberto. Com o objetivo de melhor entender a dindmica dessa patologia,
varios estudos tem sido conduzidos abordando fatores imunoldgicos e genéticos do
hospedeiro (Maenz et al., 2014).

Estudos prévios do nosso grupo (Azevedo-Silva, 2001; Peixoto-Rangel, 2008;

Bahia-Oliveira et al., 2009, 2012; Guerra-Peixe et al.,, 2014) mostraram que
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manifestagcbes da toxoplasmose ocular encontram-se associadas a parametros
imunoldgicos diferenciados, a pardmetros genéticos bem como a doencga parece
estar sob a influéncia da idade do paciente. Buscando reforcar estas hipéteses, o
presente estudo, investigou a presenca de polimorfismos em genes das citocinas IL-
10 e TNF-a e o percentual de linfécitos Tyd, produtores dessas citocinas, na
apresentacdo clinica dos diferentes tipos de cicatrizes retinianas as quais sao
presumivelmente causadas pela infeccdo toxoplasmica. Para este fim, individuos
infectados afetados por lesdo ocular foram distribuidos em trés grupos de individuos
com: cicatrizes retinianas do tipo A, cicatrizes retinianas do tipo B e com cicatrizes
retinianas do tipo C. Nos individuos que apresentaram mais de um tipo de cicatriz,
considerou-se a mais severa como critério e inclusdo nos grupos. Para o estudo
imunoldgico, os individuos afetados por lesdo ocular (CL) ou ndo afetados (SL) e
nao infectados (Neg) por T. gondii, foram distribuidos em outros dois grupos de duas
diferentes faixas etérias: 1) até 59 anos de idade (< 60 anos) e 2) acima de 60 anos
de idade (= 60 anos).

As lesbes cicatrizadas do tipo A apresentam limites bem marcados,
usualmente circundadas por um halo pigmentado e com uma éarea central clara, a
qual representa uma area de atrofia retinocoroidal, permitindo a visualizacdo da
esclera. O halo pigmentado pode ser explicado pela rapida proliferacdo do epitélio
pigmentar da retina mobilizando-se para recompor o tecido danificado, o que pode
causar hiperpigmentacdo. As lesdes cicatrizadas do tipo B sdo caracterizadas por
uma area central tipicamente hiperpigmentada circundada por um halo
hipopigmentado. Nesse caso, a reacdo inflamatoria € provavelmente de menor
intensidade e o reparo tecidual parece ser mais eficaz que na lesao tipo A. As lesdes
cicatrizadas do tipo C possuem aspecto morfolégico inespecifico, podendo
apresentar-se pigmentadas e/ou atréficas, sendo os danos causados ao tecido
retiniano menos severos que os causados pelas lesdes A e B (Bahia-Oliveira et al.,
2012).

LesOes tipo C teriam uma baixa probabilidade de serem consideradas como
lesbes cicatriciais de toxoplasmose, entretanto algumas observacdes sobre as
lesdes tipo C nos faz acreditar que elas realmente representem lesdes cicatrizadas
de toxoplasmose ocular de menor severidade. Uma delas é o fato da sua alta
prevaléncia em pacientes soropositivos para o parasito (50 pacientes com leséo C

em um total de 406 pacientes positivos para toxoplasmose, representando uma
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ocorréncia de cerca de 12%), diferente da sua completa auséncia em individuos
soronegativos, como pode ser visto neste estudo. Outra observagdo € a associacao
frequente destas lesdes com outras lesGes de retinocoroidites mais severas como as
do tipo A e B, 0 que nesse estudo ocorreu em cerca de 23% dos casos. Além disso,
pacientes com lesdo do tipo C apresentam um perfil diferenciado de resposta imune
celular especifica in vitro quando comparados com o perfil de pacientes
soropositivos sem acometimento ocular (Bahia-Oliveira et al., 2012). Estes dados
sao reforcados pelo presente estudo quando demonstramos aumentado percentual
dos linfécitos Ty®d, produtores de IL-10, dos individuos mais velhos portadores de
lesdo ocular tipo C quando comparados aos percentuais das células Tyd dos
individuos soropositivos sem lesdo, apesar dessa diferenca ndo ter sido
estatisticamente significante (Figura 8B).

A resposta imune protetora na toxoplasmose esta relacionada com uma forte
resposta Thl que impede a lise da célula hospedeira mediada pelo parasito através
da protecdo desta célula contra a replicacdo do protozoario. No entanto, a forte
resposta Thl pode também causar danos no tecido imune por contribuir para a
severidade da toxoplasmose ocular (Maenz et al., 2014). Ambas as citocinas, IL-10 e
TNF-a, que foram avaliadas neste trabalho apresentam grande relevancia na
resposta imune a T. gondii. As citocinas, em particular, IFN-y e TNF-q,
desempenham um papel essencial na resisténcia a infec¢cdes por T. gondii. Estas
citocinas ativam o0s macréfagos que sao elementos celulares importantes
componentes da primeira linha de defesa do hospedeiro (Gazzinelli et al., 1994).
Muitos estudos tém documentado que o TNF-a € uma citocina importante para
controlar a resisténcia a infeccdo aguda (Deckert-Schluter et al., 1998; Johnson,
1992) e crdnica por T. gondii (Gazzinelli et al., 1993; Yap et al., 1998). Além disso,
dados experimentais tém demonstrado papel relevante para a citocina anti-
inflamatoria IL-10 na modulacéo da infec¢do aguda (Maenz et al., 2014).

O estudo da participagao de diferentes populagbes celulares nos eventos
protetores e/ou patolégicos da doenca chama a atengdo para o0 envolvimento
principalmente da resposta imune celular. Nesse contexto, a detec¢do de moléculas
expressas na superficie de células tem permitido um grande avanco na pesquisa
cientifica aplicada ao estudo de doengas infecciosas humanas possibilitando a

identificacdo e/ou caracterizacdo de novas subpopulacdes, oferecendo assim,
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informagOes adicionais que podem enriquecer o0s conhecimentos acerca da
imunidade contra a toxoplasmose.

De Paoli e colaboradores (1992) mostraram que os linfocitos Tyd participam
da imunidade celular contra T. gondii e que essas células estdo aumentadas durante
a infeccdo aguda por T. gondii. Neste estudo, analisamos a caracterizacdo dos
linfécitos Tyd quanto ao seu perfil de produgcdo das citocinas IL-10 e TNF-a apés
estimulo antigénico in vitro.

Com relacdo aos linfocitos Tyd ndo se encontrou diferenga nos percentuais
dessas células analisadas quando comparamos individuos afetados por lesdo ocular
(CL), ndo afetados (SL) e nao infectados por T. gondii (Neg) nos dois grupos de
diferentes faixas etarias: < 60 anos e = 60 anos (Figura 7B). Contudo, Azevedo-Silva
(2001) demonstrou que individuos apresentando lesGes oculares tipo C, mostraram
elevados niveis circulantes de células Tyd em comparacdo com individuos SL. Por
outro lado, quando classificamos os pacientes por tipos de leséo ocular (dos tipos A,
B e C), percebemos que os individuos mais jovens (< 60 anos) com leséo do tipo A
expressam percentual significativamente maior (p=0,009) destas células na corrente
sanguinea que individuos mais velhos (= 60 anos) do mesmo grupo (CL do tipo A)
(Figura 7A).

A idade avancada esta associada a um declinio funcional do sistema
imunitario. Um estudo japonés, que examinou o repertério de células Tyd, mostrou
que 0s numeros absolutos e relativos de células Tyd diminuiram com o
envelhecimento (Michishita et al., 2011). Neste estudo, mostramos que 0s numeros
relativos de células Tyd diminuiram com o envelhecimento quando comparamos
individuos, afetados com lesdo, mais jovens com individuos idosos. Roux e
colaboradores (2013) mostraram a dimuicao das células Tyd com o avango da idade
na infecgdo por citomegalovirus. Os autores sugerem que a diminuicdo das células
Tyd nos idosos parece ser independente da atividade do timo, argumentando a favor
de um sitio extratimico para a producao de células Tyd em seres humanos.

Segundo Carding e Paul (2002) as células Tyd participam tanto dos estagios
iniciais quanto dos tardios durante a infeccdo de diferentes patdogenos. Segundo 0s
autores, nos estagios iniciais, essas ceélulas podem, através da producdo de
citocinas proé-inflamatérias modular a resposta imune inata das células NK e
macrofagos e a resposta imune adaptativa de células T CD4+. J& na fase tardia da

infeccdo, essas ceélulas podem liberar citocinas anti-inflamatorias ou
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imunorregulatdrias, exibir atividade citotoxica contra macréfagos ativados, além de
regeneracao tecidual. Neste trabalho observamos que o percentual dos linfocitos
Tyd produtores de IL-10, nos dois grupos etéarios, apresenta-se aumentado, quando
individuos CL sdo comparados com os controles SL (Figura 8A). No entanto, nas
andlises considerando separadamente cada tipo de lesdo, individuos idosos com
cicatrizes de lesdo do tipo C, apresentam maior percentual de células Tyd
produzindo IL-10 quando comparado com os demais grupos estudados, tanto mais
jovens quanto também na mesma faixa etaria com outros tipos de lesdo A e B
(Figura 8B), sugerindo que o aumentado percentual de células Tyd produzindo IL-10
esta modulando a inflamacao na retina desses individuos idosos.

Na subpopulacdo de linfocitos Tyd produzindo TNF-a, observamos menor
percentual de células em individuos mais velhos quando comparados com
individuos jovens do mesmo grupo (CL do tipo A; Figura 9A). Observamos também,
diferenca estatistica (p=0,02), quando comparamos individuos Neg, SL e CL nos
dois grupos de diferentes faixas etarias (quando 6 grupos foram avaliados, no teste
estatistico Kruskal-Wallis; Figura 9B). O percentual de linfécitos Tyd produtores de
TNF-a mostrou-se aumentado nos individuos jovens CL quando comparado ao
controle SL (Figura 9B). De forma contraria, o percentual de linfocitos Tyd
produtores de TNF-a mostrou-se diminuido nos individuos idosos CL quando
comparado ao controle SL (Figura 9B). Esses resultados sugerem que o aumentado
percentual dos linfécitos Tyd produtores de TNF-a, nos individuos mais jovens,
parece estar modulando a resposta imune através de um mecanismo de auto-
agressao. Enquanto, nos individuos idosos, percentuais menores dos linfoécitos Tyd
parecem modular a resposta imune, favorecendo o mecanismo de replicacédo
parasitaria.

Peixoto-Rangel (2008), na regido de Campos dos Goytacazes, demonstrou
que células de individuos soropositivos para toxoplasmose (com ou sem leséo
ocular) apresentaram aumento na producéo de IL-10, TNF-a e outras citocinas, apos
estimulo de antigeno solavel de T. gondii, em comparacdo aos individuos
soronegativos e que os niveis da citocina IFN-y tendem a aumentar com a idade. Em
nossos resultados também observamos o aumento percentual dos linfocitos Tyd
produtores de IL-10 e TNF-a quando comparamos individuos SL e CL com

individuos Neg.
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O impacto da idade do paciente, sob varios aspectos da toxoplasmose ocular,
tem sido debatido ha décadas no entanto é consenso que fatores especificos de
idade mostram-se importantes na apresentacdo da toxoplasmose ocular em idosos
(Maenz et al., 2014). No Brasil, estudos mostraram que a idade mais avancada foi
um importante fator de risco para doenca ocular (Dubey et al., 2012; Portela et al.,
2004). Dados recentes a partir de modelos experimentais da doenca ocular indicam
gue existe um desbalanco entre as respostas pro-inflamatérias de células Thl7 e de
células T reguladoras (mediada por IL-10, IL-27 ou TGF-B) relacionado a severidade
da toxoplasmose ocular. Um estudo de seguimento revelou que a resposta imune
Th17 era forte durante a infeccdo primaria intravitrea e acentuadamente reduzida
apos a reinfeccdo de camundongos infectados no periodo neonatal (Sauer et al.,
2013).

Estudos mostraram que as células Tyd desempenham um papel importante
na tolerancia ocular (Xu & Kapp, 2001) mesmo nao sendo normalmente encontradas
no olho. Fatores envolvidos na regulacdo diferencial de células Tyd com o
envelhecimento também ndo estdo completamente esclarecidos (Roux, 2013).
Portanto, estudos adicionais se fazem necessarios para expandir a compreensao da
associacdo entre envelhecimento, células Tyd e toxoplasmose ocular. Sugerimos
gue outros estudos sejam realizados e com amostragem maior de pacientes para
gue os resultados obtidos neste trabalho se confirmem, bem como para aumentar o
conhecimento sobre a imunopatologia da toxoplasmose ocular. Tais conhecimentos
podem resultar em novas estratégias de tratamento com maior chance de sucesso.

Como foi proposto recentemente, parametros imunoldgicos e genéticos tém
importante contribuicdo na diversidade das lesdes oculares toxoplasmicas (Bahia-
Oliveira et al., 2012). Em modelos murinos, fatores genéticos do hospedeiro séo
criticos na determinacdo de suscetibilidade assim como na severidade da
toxoplasmose ocular experimental (Cordeiro et al., 2010). Além disso, polimorfismos
em genes importantes na resposta imune inata ao parasito tém sido associados a
suscetibilidade a manifestacdes da toxoplasmose ocular, envolvendo os genes de
IFNG, IL1, P2X7, TLR9 e NOD2 (Albuquergue et al., 2009; Cordeiro et al., 2008;
Peixoto-Rangel, 2008; Peixoto-Rangel et al., 2009; Dutra et al., 2013; Bahia-Oliveira
et al., 2012; Guerra-Peixe et al., 2014). Estudos genéticos de associacdo com genes
candidatos com potencial relevancia para influenciar o perfil da resposta inflamatéria

contra o0 parasito em pacientes com toxoplasmose ocular tém sido realizados por
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Nnosso grupo e indicam associagdo da toxoplasmose ocular com polimorfismos
genéticos para os marcadores de TLR9 (rs352140) e NOD2 (rs3135499), enquanto
que a auséncia do SNP rs1718119 no P2XR7 esta associada com a protecdo da
manifestagédo ocular da doenga ocular (Peixoto-Rangel et al., 2009; Bahia-Oliveira et
al.,, 2012; Dutra et al., 2013). Assim, 0 presente estudo vem complementar
informacdes da mesma natureza. Além disso, Smith e Humphries (2009) mostraram
que diferencas genéticas que resultem em alteracdo de estrutura ou do nivel de
expressdo das citocinas podem levar a consequéncias patologicas evidentes, tais
como aumento da susceptibilidade as infec¢des e determinacéo de desfecho de uma
doenca. Portanto, torna-se pertinente avaliar polimorfismos em genes de citocinas
relacionadas a resposta imune a T. gondii tais como o que aqui apresentamos.

No que diz respeito a investigacdo de polimorfismos de nucleotideo Unico
presentes nos genes IL10 e TNFA na manifestacdo clinica da retinocoroidite
toxoplasmica, as frequéncias alélicas e genotipicas de grupos de individuos
soropositivos para toxoplasmose exibindo cicatrizes de lesGes do tipo A (n=49), B
(n=36) ou C (n=50) foram comparadas com as frequéncias do grupo SL, formado por
individuos soropositivo sem lesdo ocular (n=271). Entre os 12 SNPs avaliados neste
estudo, foi observado que apenas um marcador estava associado a manifestacao da
doenca ocular causada pela toxoplasmose: o marcador do gene TNFA
(TNFA_rs928815).

O marcador rs1800894 (IL-10) mostrou que a frequéncia genotipica (genoétipo
CC) parece estar associada com a leséo tipo A (p=0,02; Tabela 6). Contudo, estes
resultados ndo atingiram o limiar minimo de significAncia estatistica pela correcédo de
Bonferroni (Pcorigico < 0,01), 0 que pode ter sido causado pelo baixo numero de
individuos avaliados (36 pacientes com lesédo B e 50 com lesdo C) ou pelo numero
de SNPs testados (5 SNPs), o que provoca um aumento de complexidade na andlise
estatistica. Cordeiro e colaboradores (2008) analisaram o SNP rs1800896 o qual
esta localizado na regido promotora do gene IL10 e tem sido associado com baixos
niveis de producéo de IL-10 (Turner et al., 1997) e observaram que a presenca do
alelo A esta associado com a ocorréncia da retinocoroidite toxoplasmica. Os autores
sugeriram que individuos infectados e portadores deste polimorfismo apresentam
maior risco de desenvolverem a doenca, em comparagdo com individuos infectados,
mas sem o polimorfismo. Nossos resultados para o0 mesmo SNP rs1800896, de

maneira contraria, ndo apresentaram diferenca estatistica para as analises
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realizadas (Anexo 3). Para os demais marcadores do gene IL10 avaliados nao
houve diferenca significativa entre os grupos analisados. No entanto, este foi o
primeiro trabalho em que se propds correlacionar a presenca do SNP rs1800894
com a retinocoroidite toxoplasmica.

Para o marcador rs928815 do gene TNFA, observamos significancia
estatistica na distribuicdo alélica e genotipica entre os grupos estudados, sendo o
genatipo recessivo CC mais frequente nos pacientes com lesdo do tipo C do que nos
individuos controle, sugerindo que a homozigose do alelo C estd associada a
predisposicao para o desenvolvimento deste tipo de cicatriz retiniana. Ou seja,
individuos homozigotos CC possuem risco 3,9 vezes maior de desenvolver cicatriz
de toxoplasmose ocular do tipo C, do que os outros genoétipos (CA e AA). A
diferenca entre as frequéncias do gendtipo CC entre os grupos estudados no modelo
recessivo € estatisticamente significante mesmo apoés a corre¢do de Bonferroni para
o valor de p (Pcorrigido < 0,007). Para o mesmo SNP, rs928815, verificou-se que o
alelo A foi mais frequente no grupo controle em relacdo ao grupo com lesédo C,
sugerindo um papel protetor para este alelo contra a apresentacao ocular do tipo C.

Um estudo desenvolvido por Cordeiro e colaboradores (2008) sobre o
polimorfismo do gene TNFA, rs1800629, mostrou que o polimorfismo esta associado
a um aumento da producdo desta citocina inflamatéria. Porém, com relacdo a
retinocoroidite toxoplasmica, ndo foram encontradas associac¢des significativas do
polimorfismo rs1800629 com a ocorréncia da doenca, quando comparados
individuos infectados com e sem a doenca, e com a recorréncia da doenca segundo
agueles autores. Nossos resultados, para o marcador rs1800629, também nao
apresentaram significancia estatistica (Anexo 3). Para os demais marcadores do
gene TNFA avaliados ndo houve diferenca significativa entre os grupos analisados.
De acordo com a reviséo da literatura cientifica, este foi o primeiro trabalho em que
se prop0s correlacionar a presenca do SNP rs928815 com a toxoplasmose ocular.

De acordo com os resultados observados, foram obtidos dados que
corroboram a ideia de que as associa¢des entre o genotipo e o desenvolvimento da
toxoplasmose ocular ndo se baseiam somente em fatores casuais. Os dados obtidos
sugerem que existem associacbes entre o0 genotipo encontrado para o SNP
TNFA_rs928815 e a leséo ocular do tipo C.

Esses resultados apontam para a necessidade de continuidade desse estudo

pela ampliagdo do numero de individuos estudados para se ter validagédo dos dados
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de significancia estatistica encontrados e, consequentemente, para o melhor
entendimento da manifestacao ocular da doenca.

De um modo geral, podemos concluir com este estudo que a ocorréncia de
polimorfismos em genes importantes da resposta imune a T. gondii como 0s genes
gue codificam citocinas podem influenciar o aparecimento de lesdo ocular e o tipo de
lesdo que o individuo venha a sofrer. Assim, o melhor entendimento acerca do
controle exercido por estas moléculas cria a perspectiva de poder regular os
processos inflamatorios no tecido ocular provenientes da toxoplasmose e/ou
oferecer tratamento quimioterapico de maneira mais racional e menos empirica

como ocorre atualmente.
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8. CONCLUSOES

l. Individuos mais jovens com cicatrizes do tipo A apresentaram percentuais
mais altos de linfécitos Tyd no sangue periférico que individuos idosos, sob estimulo do

STAg imediatamente apds a coleta da amostra de sangue periférico.

Il. Individuos, dos dois grupos etarios analisados (menores e maiores que 60
anos), apresentam aumentado percentual de linfécitos Tyd produtores de IL-10,

guando foram comparados individuos CL com controles SL.

lll. Individuos idosos afetados com cicatrizes de lesdo do tipo C, apresentam
o percentual de células Tyd produzindo IL-10 mais elevado quando comparado com
0s demais grupos estudados, tanto mais jovens quanto também na mesma faixa
etaria com outros tipos de lesdo A e B, sugerindo que o aumentado percentual de
células Tyd produzindo IL-10 parece estar modulando a inflamacao na retina desses

individuos.

IV. Individuos idosos apresentaram menor percentual de linfocitos Tyd
produtores de TNF-a quando comparados com individuos jovens do mesmo grupo
(CL do tipo A).

V. O percentual de linfocitos Tyd produtores de TNF-a mostra-se aumentado
nos individuos jovens CL quando comparado ao controle SL. De forma contréaria, o
percentual de linfocitos Tyd produtores de TNF-a mostra-se diminuido nos individuos

idosos CL quando comparado ao controle SL.

VI. A idade parece ser um importante fator de risco para doenca ocular, uma
vez que foi observado aumento do percentual de linfécitos Tyd produtores das
citocinas IL-10 e TNF-a quando comparamos individuos infectados (com ou sem
lesdo) com individuos ndo infectados com o avanco da idade. Associacdes entre
idade, resposta imune e susceptibilidade a toxoplasmose ocular indicam que tais
fatores tem implicacbes importantes para o tratamento da doenca ocular

toxoplasmica em idosos.

VII. Para 0 SNP rs1800894 do gene IL10 a presenc¢a do gendtipo CC parece
estar associada a presenca da manifestacdo da lesdo ocular caracteristica da

infecgdo por Toxoplasma gondii, favorecendo o desenvolvimento de lesbes do tipo
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A, embora biologicamente essa associa¢ao faca sentido esse dado ndo apresentou

valor estatistico significativo ap6s a correcao de Bonferroni.

VIIl. Para o SNP rs928815 do gene TNFA observou-se que a presenca do
alelo A esta associado com a protecéo contra lesdes de toxoplasmose ocular do tipo
C, entretanto, o genatipo recessivo CC esta associado com a predisposicado para o

desenvolvimento deste tipo de cicatriz retiniana;

IX. Para os SNPs rs1800896, rs1800871, rs3021094, rs1800890, rs2857709,
rs2857708, rs17200740, rs915654, rs909253 e rs1800629 nao foi observada

significancia estatistica para nenhuma das analises realizadas (Anexo Il1).
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO Livre e Esclarecido

(=] o100 (< 0o [ T o o | GOSN recebi
informagdes sobre o projeto de pesquisa intitulado “Toxoplasmose ocular em Campos dos Goytacazes:
investigacdo de fatores imunogenéticos e ambientais determinantes na manifestacdo de
retinocoroidites toxoplasmicas”. Estou ciente de que as informagGes obtidas por este tipo de pesquisa
podem auxiliar na compreensdo dos mecanismos que contribuem para maior ou menor possibilidade
de desenvolvimento da doenca ocular causada pela toxoplasmose. Concordo em participar como
voluntario no referido projeto de pesquisa desenvolvido na Universidade Estadual do Norte
Fluminense. A minha participacdo € voluntaria e sera limitada a doacdo de amostras de sangue venoso
(no méximo trinta mililitros) e aos exames oftalmoldgicos, sobre os quais recebi a orientacdo dos
possiveis riscos e desconfortos. Tais desconfortos podem ser pequena dor no momento da picadura e a
formagdo de hematomas, apds a coleta do sangue e, visdo turva durante um periodo de minutos ou
alguma horas, apds o exame oftalmoldgico.

Tenho consciéncia que a minha participacdo como voluntario(a) ndo me trarda nenhum beneficio
financeiro. No entanto, conhecer a minha sorologia para toxoplasmose traz-me o beneficio de poder
planejar, caso eu seja imune, visitas regulares a oftalmologistas para acompanhamento. Bem como
estou consciente de que conhecer a condi¢do de imunidade ao Toxoplasma gondii previamente a
gravidez traz o beneficio da orientagdo de prevencdo da infeccdo congénita (isto é, durante a gravidez)
necessaria em pacientes ndo imunes.

Caso eu concorde em participar como voluntario(a) neste projeto de pesquisa, os meus dados nédo
serdo revelados a ninguém e a minha identidade serd preservada. Sei também que para preservar
minha identidade, serdo utilizados cédigos, ao invés de nomes, durante todas as etapas do estudo.

Fui informado(a) de que ndo devo esperar resultados imediatos ou pessoais a ndo ser o do diagndstico
soroldgico e do exame ocular, e que poderei a qualquer momento me retirar do projeto de pesquisa,
por qualquer motivo, sem que isso acarrete em prejuizo a continuidade do meu acompanhamento
médico como também a nenhum outro paciente do meu convivio ou membro de minha familia. Estou
ciente que o sangue que forneci, para o referido projeto de pesquisa, sera enviado ao exterior, onde
parte das andlises sera feita e, posteriormente, armazenado ou eliminado, segundo minha autorizacdo
expressa no termo de consentimento para estocagem e uso futuro de espécimes coletadas.

Qualquer davida dirigir-se ao Laboratério de Biologia do Reconhecer (UENF) ou aos pesquisadores
envolvidos referidos abaixo:

Profa. Lilian Maria Garcia Bahia Oliveira Telefone: (22) 27397255

Campos dos Goytacazes, de de20

Assinatura do voluntario

Assinatura do pesquisador responsavel
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Consentimento para Estocagem e Uso Futuro de Espécimes Coletadas

Caso o sangue que eu forneci para o projeto de pesquisa intitulado, “Toxoplasmose ocular em Campos
dos Goytacazes: investigacao de fatores imunogenéticos e ambientais determinantes na manifestacéo de

retinocoroidites toxoplasmicas”, ndo seja totalmente utilizado, eu autorizo que o restante seja:

[J Eliminado.
[ Destruido depois de anos.

[] Armazenado e possa ser usado em pesquisas futuras com o mesmo proposito do atual
projeto de pesquisa

[] Armazenado e possa ser usado em pesquisas futuras de qualquer tipo.

[ Armazenado indefinidamente

[111Armazenado somente com autorizagdo do CEP

Quero que minha identidade seja:

Removida do material restante.

Mantida no material restante

NOME DO PARTICIPANTE : P:1D:

ASSINATURA DO PARTICIPANTE:

NOME DO RESPONSAVEL:

ASSINATURA DO RESPONSAVEL:

NOME DA TESTEMUNHA :

ASSINATURA DA TESTEMUNHA:

DATA: / /
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ANEXO 2

MQNISTERIO DA SAUDE
Conaetho Naclonal de Sadde
Comissdio Naclonai de Etica em Peaqulea - CONEP

PARECER N° 013/2007

Reglstro CONEP: 13391 (Este n° deve sor citado nas correspondéncias referertas a sste projeto)

CAAE - nilo informado. Processo n® 26000.164899/2006-12
Projeto de Pesqulea: “Toxoplasmose ocular em campos dos Goytacazes:
investigagdo de fatores /munogenétieos e ambientals determinantes na manifestagdo
de retinocoroldites toxoplasmicas *.

Pesquisador Responsével: Dra, Lilian M. Garcia Bahia Olivelra

Instituigao: Fundagio Oswalde Cruz/FIOCRUZ

Areaa Temdtica Especial: Cooperagso estrangeira e Genética Humana

Ao se proceder & andlise das respostas ao parecer CONEP n° 1103/2008,
relativo ao projeto em quest3o, cabem as seguintes consideragées:

1. Nova versdo do Terme de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
contampla redagio sob forma de convite e com linguagem mais acessivel
20 nivel sdclo-cuttural dos sujeitos e informa dados do armazenamento de
acordo com a Res. CNS 347/2005;

2. © orgamento detalhado fol apresentado com as fontes de fomento;

3. O cronograma apresentado & compativel com a proposta de atividades,
todavia estd apresentado em lingua inglesa. Solicita-ge sua tradug8io para ©
vernaculo (Res, CNS 196/86, Vi) e apresentac¢lo ac CEP;

4. Solicita-se ao CEP anexar ao protocolo ¢ nimero do CAAE,

Diante do exposto, a Comissfio Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, de
acordo com as atribuigbes definidas na Resolugdio CNS 196/96, manifesta-se
pela aprovagio do projeto de pesquisa.

Situacsio: Projeto aprovado
Brasilia, 22 de janeiro de 2007,

Ao —

élle Saddi Tannous
Coordenadora interina da CONEP/CNS/MS
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ANEXO 3

Tabela: Valores de xz (qui-quadrado) para todos os SNPs avaliados, em todas as analises realizadas.

SL versus CLA

SL versus CL B

SLversus CLC

Freq. Freq. Freq. Freq. Freq. Freq.
SNP alélica genotipica alélica genotipica alélica genotipica

IL10_rs1800896 0,07 0,91 0,00 0,15 0,49 2,28
IL10_rs1800871 1,21 2,23 0,00 0,02 1,11 1,73
IL10_rs3021094 0,64 2,07 0,55 1,01 0,00 0,19
IL10_rs1800894 0,03 7,47 1,52 *nd 0,90 *nd
IL10_rs1800890
TNFA_rs928815 0,23 1,68 0,04 0,14 12,52 15,34
TNFA_rs2857709 0,43 1,25 0,51 2,02 0,24 0,65
TNFA_rs2857708 0,11 1,21 0,86 0,97 0,75 3,69
TNFA _rs17200740 0,35 *nd 0,28 *nd 0,32 *nd
TNFA_rs915654 0,92 0,88 1,77 2,32 0,32 0,94
TNFA_rs909253 0,02 1,41 0,35 0,37 0,34 0,92
TNFA_rs1800629 *nd *nd *nd *nd *nd *nd

Notas:* nd: teste 3* ndo foi possivel.
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