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RESUMO 

Estima-se que 30% da população mundial esteja infectada pelo protozoário 

Toxoplasma gondii. Em Campos dos Goytacazes a endemicidade da 

toxoplasmose atinge 57,2% da população. Estudos indicam que as 

manifestações oculares da toxoplasmose em Campos podem atingir cerca de 

30% da população infectada. Neste trabalho, investigamos polimorfismos de 

nucleotídeo único (SNPs) nos genes de IFNG, IL13 e CXCL10 e avaliamos os 

níveis das citocinas IFN- e IL-13 produzidas por células do sangue periférico 

da população de estudo. Os parâmetros imunológicos e genéticos foram 

comparados em indivíduos de diferentes faixas etárias, agrupados quanto à 

sorologia para toxoplasmose e presença ou ausência de lesão ocular 

toxoplásmica. Foi observado que indivíduos com lesões cicatrizadas da retina 

apresentando alto, médio ou baixo grau de severidade, identificadas como tipo 

A, B ou C, respectivamente, apresentavam respostas imunes diferenciadas, 

sugerindo que as lesões retinianas tenham sido originadas por mecanismos de 

destruição distintos.  Não ficou claro o mecanismo que leva às lesões tipo A, 

podendo estas ser decorrentes de uma resposta inflamatória exacerbada ou por 

danos diretos causados por T. gondii. Os indivíduos com lesão tipo B 

apresentaram uma resposta Th1/Th2 desbalanceada, com alta produção de 

IFN- e baixa produção de IL-13, o que pode levar a lesão por mecanismos de 

autoagressão.  Em indivíduos com lesões tipo C, o padrão de secreção de IFN-

 e IL-13 é mais equilibrado, de forma que se consiga evitar danos severos ao 

tecido ocular e também a multiplicação do parasita. Foi visto ainda que a idade 

é um importante fator de risco para doença ocular, uma vez que foi notado 

decréscimo significativo na produção de IFN- e IL-13 com o envelhecimento. 

SNPs em genes codificadores das citocinas IFN- e IL-13 e da quimiocina 

CXCL10 também mostraram associação com a susceptibilidade às 

manifestações oculares da toxoplasmose. O estudo combinado de parâmetros 

imunológicos e genéticos cria a perspectiva de se poder controlar os processos 

inflamatórios e possíveis lesões no tecido retiniano provenientes da infecção 

por Toxoplasma gondii.  

 

Palavras chave: Toxoplasma gondii, retinocoroidite, SNP, IFN-, IL-13, 

CXCL10. 
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ABSTRACT 

It is estimated that 30% of world population is infected with T gondii. In Campos 

dos Goytacazes, toxoplasmosis is endemic, reaching 57.2% of the city 

population. Studies indicate that ocular manifestations of toxoplasmosis in 

Campos can reach about 30% of the population infected with the parasite T 

gondii. This work we investigated Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in 

genes of IFNG, IL13 and CXCL10 and evaluate the levels of cytokines IFN- 

and IL-13 produced by peripheral blood cells from the study population. The 

immunological and genetic parameters were compared among individuals from 

different ages, which were grouped according to the serology for toxoplasmosis 

and the presence or absence of retinochoroidal scar lesions. It was observed 

that individuals with retinal scar lesions showing high, medium and low degree 

of severity (respectively, types A, B and C), presented differential specific in 

vitro immune responses. This fact suggests that the retinal lesions can be 

originated from distinct tissue destruction mechanisms. It was unclear the 

mechanism that leads to type A lesions, these may be due to an exacerbated 

inflammatory response or direct damages caused by T. gondii. Individuals with 

type B lesion had an imbalanced Th1/Th2 response, with high production of 

IFN- and low IL-13 production, which can lead to lesion by mechanisms of self-

aggression. In individuals with type C lesions, the pattern of secretion of IFN- 

and IL-13 is more balanced so that it can prevent severe damage to the ocular 

tissue and also the multiplication of the parasite. It was also noticed that age is 

an important risk factor for the ocular disease, because it was detected a 

significant decrease of the production of cytokines IFN- and IL-13 with aging. 

SNPs in genes coding for cytokines IFN- and IL-13 and chemokine CXCL10 

have also presented association with the susceptibility to the manifestation of 

toxoplasmic retinochoroiditis. The combined study of immunological and genetic 

parameters open new perspective for controlling inflammation processes and 

possibly lesions in retinal tissue caused by Toxoplasma gondii infection. 

 

Keywords: Toxoplasma gondii, retinochoroiditis, SNP, IFN-, IL-13, CXCL10. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O protozoário Toxoplasma gondii é um parasita intracelular com ampla 

distribuição geográfica e alta prevalência sorológica mundial. Estima-se que um 

terço da população mundial esteja cronicamente infectada por T. gondii (Tenter et 

al., 2000). Em Campos dos Goytacazes a toxoplasmose é endêmica, 

apresentando prevalência de 57,2% de infectados. Considerando apenas a 

população de baixo poder aquisitivo, que recebe pouca atenção médica e 

sanitária, o nível de prevalência desta infecção atinge 84,8% (Bahia-Oliveira et 

al., 2003).  

A toxoplasmose é uma das principais causas de uveíte em várias partes 

do mundo (Holland et al. 1999) e é responsável por mais de 85% dos casos de 

uveíte posterior no sul do Brasil (Silveira, 1988; Melamed, 2009). Nos Estados 

Unidos, a prevalência da doença ocular é de 2% para a população soropositiva 

(Holland, 2003) e em Erechim, sul do Brasil, 17,7% (Glasner et al., 1992). Em 

Campos dos Goytacazes, a ocorrência da forma ocular é frequente, podendo 

atingir 30% dos indivíduos infectados (Bahia-Oliveira et al., 2012). Estes 

valores percentuais favorecem estudos acerca do perfil de resposta imune e 

background genético de indivíduos expostos a fatores de risco para infecção.  

As respostas imunes às infecções são frequentemente dominadas por 

populações de linfócitos Th1 ou Th2 e as proporções relativas dessas 

subpopulações durante a resposta imune são os principais determinantes para 

o desfecho de uma infecção (Infante-Duarte e Kamradt, 1999). As células Th1 

apresentam um perfil pró-inflamatório e produzem citocinas como IFN-, as 

quais estimulam a atividade microbicida dos fagócitos e induzem a produção de 

anticorpos opsonizantes e fixadores de complemento pelas células B. Por outro 

lado, as células Th2 secretam citocinas anti-inflamatórias, como a IL-13, as 

quais inibem a ativação de macrófagos e reações mediadas por células Th1 

(Abbas et al., 2008; Paul e Seder, 1994). As citocinas produzidas em resposta 

a uma infecção são de importância crítica para proteção ou susceptibilidade a 

doenças, pois desempenham importantes funções na regulação da resposta 

imune. Alterações nos níveis de produção destas moléculas podem contribuir 

para o início e/ou agravamento de doenças de etiologias diversas (Infante-

Duarte e Kamradt, 1999). 
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Uma característica central na infecção por T. gondii é a indução de uma 

forte resposta imune Th1, marcada pela produção IFN- dentre outras citocinas 

pró-inflamatórias (Munoz et al. 2011). Essa resposta imune pró-inflamatória é 

contrabalanceada pela ação de citocinas anti-inflamatórias do padrão Th2, as 

quais controlam a produção do IFN- (Munoz et al. 2011). No contexto da 

toxoplasmose ocular, a resposta imune local desenvolvida contra T. gondii 

torna-se bastante complexa, pois o ambiente ocular é um sítio 

imunoprivilegiado, porém, a polarização da resposta para o perfil Th1 é 

requerida para controle do número de parasitas. Assim sendo, o padrão pró-

inflamatório Th1 pode comprometer o privilégio imune e causar danos teciduais 

(Lyons et al., 2001). A quimiocina CXCL10, produzida em resposta ao estímulo 

de células por IFN- também pode ter importante papel nas respostas imunes 

intraoculares, uma vez que são quimioatraente para células T ativadas, 

principalmente do perfil Th1 (Dufour et al. 2002). O papel da IL-13 no controle 

da resposta inflamatória intraocular já foi mostrada por Lemaitre (2001). Foi 

demonstrado, em modelo experimental de uveíte induzida por endotoxina, que 

IL-13 modula a inflamação intraocular promovendo decréscimo de moléculas 

pró-inflamatórias do padrão Th1 (Lemaitre, 2001). O melhor entendimento do 

balanço entre as respostas Th1 e Th2 pode contribuir para a mais perfeita 

compreensão da patogenia da toxoplasmose ocular.  

A análise de polimorfismos em genes que codificam citocinas e 

quimiocinas, bem como a dosagem da produção de moléculas de padrões 

antagônicos de resposta, como IFN- e IL-13, poderão contribuir para a 

produção de conhecimento relacionada à susceptibilidade de manifestações 

oculares da toxoplasmose. O estudo combinado de parâmetros imunológicos e 

genéticos poderá elucidar aspectos relevantes associados com a manifestação 

e/ou agravamento da retinocoroidite toxoplásmica, o que certamente auxiliará na 

elaboração de estratégias de intervenções imunológicas que possam favorecer 

o manejo clínico da doença. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Toxoplasma gondii 

Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatório e um dos 

protozoários parasitas mais bem sucedidos, com ampla distribuição geográfica e 

alta prevalência sorológica mundial. Estima-se que um terço da população 

mundial esteja cronicamente infectada por T. gondii (Tenter et al., 2000). Em 

Campos dos Goytacazes-RJ, 57,2% de uma amostragem populacional de 1436 

indivíduos apresenta sorologia positiva para T. gondii. Na população de baixo 

poder aquisitivo, que recebe pouca atenção médica e sanitária, o nível de 

prevalência desta infecção atinge 84,8% (Bahia-Oliveira et al., 2003).  

Na Europa e América do Norte, a infecção por T. gondii está relacionada, 

principalmente, a três linhagens genéticas classificadas como tipo I, tipo II e tipo 

III, as quais apresentam, experimentalmente, virulência e capacidade de 

formação de cistos diferentes (Howe e Sibley, 1995). A linhagem do tipo I é a 

mais virulenta em modelo murino e camundongos infectados com esta linhagem 

não desenvolvem infecção crônica. Por esse motivo, tem-se especulado que tal 

linhagem não produza oocistos (Johnson, 1997). Já as cepas dos tipos II e III 

são menos virulentas, com maior tendência a diferenciação em bradizoítos, 

encistamento nos tecidos e estabelecimento da infecção crônica (Grigg et al., 

2001). Nestas regiões, as linhagens do tipo I, II e III são encontradas em mais de 

95% dos isolados e devido a esta pequena variabilidade genética, o parasita foi 

previamente considerado clonal, sendo que isolados não-clonais eram 

considerados atípicos (Howe e Sibley, 1995). Porém, estudos mais recentes com 

parasitas isolados de humanos e animais em outras regiões geográficas têm 

mostrado variabilidade genética bem superior à descrita anteriormente. Pena e 

colaboradores (2008) mostraram que, em 125 isolados de gatos, galinhas e 

cachorros no Brasil, 48 genótipos distintos foram identificados pela técnica PCR-

RFLP. Os genótipos mais frequentes foram categorizados em grupos 

denominados BrI, BrII, BrIII e BrIV, os quais correspondiam a um quarto dos 

genótipos identificados. Nenhuma linhagem genética semelhante à linhagem do 

tipo II da Europa e América do Norte foi encontrada no Brasil (Pena et al., 2008).  

Em modelo murino, a linhagem BrI é altamente virulenta, a linhagem BrIII é 

avirulenta e as linhagens BrII e BrIV apresentam virulência intermediária (Pena et 
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al., 2008).   

O protozoário Toxoplasma gondii pode ser encontrado na natureza sob 

três formas distintas: taquizoítos, bradizoítos e esporozoítos. O taquizoíto é a 

principal forma encontrada durante a fase aguda da infecção, o qual invade a 

célula hospedeira ativamente. A multiplicação é rápida e se dá por 

endodiogenia, processo pelo qual duas células filhas são originadas dentro de 

uma célula mãe que ao se romper origina dois organismos (Dubey et al., 1977). 

O bradizoíto é a forma encontrada durante a fase crônica da infecção em vários 

tecidos, tais como retina, músculo esquelético, sistema nervoso central e 

coração. A multiplicação é lenta e também se dá por endodiogenia (Frenkel, 

1973). Encontram-se no interior dos cistos que são formados dentro das 

células hospedeiras, os quais podem persistir por anos nos tecidos (Remington 

e Laison, 1961). O esporozoíto é a forma resultante da reprodução sexuada 

que ocorre no intestino dos felídeos. São organizados no interior dos oocistos, 

os quais são liberados nas fezes dos felídeos. Os oocistos sofrem esporulação 

no meio ambiente entre o 1o e 21o dia após serem eliminados com as fezes e 

depois de maduros contém dois esporocistos, com quatro esporozoítos cada 

um (Dubey et al., 1970). Estes oocistos são muito estáveis e altamente 

infecciosos, permanecendo viáveis por até 18 meses no solo em condições 

adversas de pH, salinidade, umidade e temperatura, podendo contaminar água, 

alimentos e animais (Dubey et al., 1996). 

O sucesso de T. gondii como patógeno é atribuído à sua capacidade de 

invadir os mais diversos tipos de células nucleadas (Dubey e Beattie, 1988). Ao 

invadir a célula hospedeira o parasita permanece no interior do vacúolo 

parasitóforo (VP) (Nichols et al., 1983). Este compartimento especializado forma-

se por incorporação dos fosfolipídios da célula hospedeira, porém, as proteínas 

transmembranas são excluídas do vacúolo pelo parasita, o qual continua a 

modificar a composição do VP inserindo proteínas e lipídios provenientes de 

suas organelas secretoras. Tais moléculas contribuem para transformar o VP em 

um compartimento que não se funde com os compartimentos endocíticos e, 

assim, torna-se um local seguro para a replicação do parasita (Lingelbach e 

Joiner, 1998).  
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2.2 Ciclo biológico 

O protozoário Toxoplasma gondii tem como hospedeiro definitivo o gato e 

outros felídeos. Nestes hospedeiros o ciclo evolutivo do parasita inclui 

reprodução sexuada e assexuada. Os humanos e muitos outros animais são 

hospedeiros intermediários, nos quais apenas o ciclo assexuado ocorre (Dubey, 

1998).  

Qualquer hospedeiro susceptível adquire a infecção ao entrar em 

contato com taquizoítos, cistos contendo bradizoítos ou oocistos contendo 

esporozoítos. As formas infectantes invadem várias células do organismo e 

formam o VP, onde se multiplicam por endodiogenia dando origem a novos 

taquizoítos. Após a multiplicação, T. gondii deixa a célula hospedeira e infecta 

células adjacentes. Esta fase inicial é denominada aguda e taquizoítos podem 

ser encontrados em diferentes tecidos, onde provocam reação inflamatória 

constituída essencialmente por infiltrado de células mononucleares (Gazzinelli 

et al., 1993). A eliminação dos taquizoítos ocorre pelo desenvolvimento da 

imunidade do hospedeiro, levando ao desaparecimento dos parasitas livres e 

reduzindo a multiplicação intracelular dos mesmos. Nesta fase ocorre 

diminuição da sintomatologia e a formação dos cistos teciduais, o que 

caracteriza o início da fase crônica (Dubey, 1998). A reativação da fase aguda 

pode ocorrer em qualquer época e está relacionada a fatores como à 

diminuição da imunidade do hospedeiro, a predisposição genética e a 

virulência do parasita (Bhopale, 2003).  

A reprodução sexuada do parasita ocorre somente nas células epiteliais 

do intestino delgado de gatos e outros felídeos (Tenter et al., 2000). Não é 

conhecida a razão pela qual a reprodução sexuada só ocorre nestes animais, 

mas devido a este fato, os felídeos têm papel crucial na transmissão de T. 

gondii, já que eles são os únicos hospedeiros capazes de excretar em suas 

fezes os oocistos do parasita (Tenter et al., 2000). O gato pode se infectar pela 

ingestão de cistos teciduais na carne de pássaros e roedores ou pela ingestão 

de oocistos esporulados do ambiente (Robert-Gangneux e Dardé, 2012). Estas 

formas infectivas ao atingirem o intestino do gato penetram nas células 

epiteliais, onde se multiplicam assexuadamente dando origem a vários 

merozoítos. O conjunto dos merozoítos dentro do VP é denominado 

esquizonte. Com o rompimento da célula ocorre a liberação dos merozoítos 
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que invadem outras células e se transformam em gametócitos (microgametas e 

macrogametas). Após a maturação, os microgametas masculinos fecundam os 

macrogametas femininos formando o ovo ou zigoto, o qual é envolvido em uma 

rígida membrana cística e é eliminado como um oocisto não esporulado junto 

com as fezes do animal (Ferguson, 2009). O gato elimina oocistos por 

aproximadamente um mês, com o pico de produção ocorrendo entre o 5º e o 8º 

dias de infecção. Estes oocistos, após sofrerem esporulação no ambiente, 

contêm os esporozoítos e se ingeridos por gatos ou qualquer outro animal, 

dará origem a formas multiplicativas pelo ciclo sexuado ou assexuado 

(Ferguson et al., 1975). 

 

2.3 Transmissão de Toxoplasma gondii 

A principal fonte de contaminação ambiental por T. gondii se dá pelos 

oocistos liberados juntamente com as fezes dos felídeos e a infecção de 

humanos e outros animais pode ocorrer pelo contato com solo, água e 

alimentos contaminados com estes oocistos (Jackson e Hutchison, 1989). 

Estudos realizados no Município de Campos dos Goytacazes mostraram 

associação entre a ingestão de água não tratada e a ocorrência de 

toxoplasmose em população de baixo poder aquisitivo, vivendo em condições 

precárias de saneamento básico (Bahia-Oliveira et al., 2003). Moura, Bahia-

Oliveira e colaboradores (2006) mostraram também a relação entre 

toxoplasmose e o consumo de água contaminada com oocistos, em Santa 

Isabel do Ivaí/PR. Esses dados, juntamente com o relato da sobrevivência de 

oocistos em água salgada permanecendo esporulado por meses (Boyer et al., 

2005), reforçam a importância da contaminação dos reservatórios de água na 

epidemiologia da toxoplasmose.  

O protozoário T. gondii pode ser transmitido também pela ingestão de 

cistos teciduais presentes em carne crua ou mal cozida (Weiman e Chandler, 

1954). A infecção transplacentária é outra importante via de transmissão do 

parasita, principalmente quando a infecção é adquirida pela mãe durante a 

gestação (Desmonts e Couvreur, 1974). As mulheres que apresentam 

sorologia positiva antes da gravidez têm pouco risco de contaminar o feto, pois 

o parasita tende a permanecer em sua forma encistada sob controle do sistema 

imunológico (Remington et al., 2001). 
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Outras formas de infecção de menor importância epidemiológica 

também podem ser citadas, tais como: transfusão sanguínea (Neto et al., 

1963), ingestão de taquizoítos em leite ou saliva contaminada (Cathie, 1954, 

Chiari e Neves, 1984), inalação de taquizoítos por lambedura ou perdigotos 

(Levi et al., 1968), deposição de taquizoítos na mucosa vaginal junto com 

esperma (Kawazoe, 2003), acidentes de laboratório (Frenkel et al., 1960) e 

transplante de órgãos (Remington et al., 2001). 

 

2.4 Manifestações oculares da toxoplasmose  

A infecção causada por T. gondii geralmente é assintomática em 

hospedeiros imunocompetentes (Luder e Gross, 1998), sendo que, na fase 

aguda, podem aparecer sintomas que se confundem com os da gripe comum 

(McCabe et al., 1987). Entretanto, este parasita é capaz de causar infecção 

disseminada em fetos em desenvolvimento (Desmont e Couvreur, 1974), 

severas complicações neurológicas em indivíduos imunocomprometidos ou 

imunossuprimidos (Luft et al., 1993) e patologias oculares graves em indivíduos 

saudáveis (Roberts e McLeod, 1999).  

Quando há doença ocular, a retina é o sítio primário de infecção por T. 

gondii, porém, com o curso da lesão, pode ocorrer o comprometimento 

secundário da coroide, levando a quadros de retinocoroidite com diferentes 

graus de severidade (Nussenblatt e Belfort, 1994). O parasita atinge o olho por 

meio da circulação sanguínea, na condição de parasitas livres e também dentro 

de leucócitos circulantes, ou pelo nervo óptico, a partir de focos infecciosos 

intracranianos (Mets et al., 1996). Dados experimentais sugerem que uma das 

formas do parasita evadir o sistema imune e chegar ao olho é por meio da 

modulação de moléculas de adesão de macrófagos infectados (Da Gama et al., 

2004). Uma vez infectados em áreas de entrada do parasita no organismo, 

como mucosa intestinal, os macrófagos sofrem alteração na sua fisiologia, 

capaz de fazer com que eles se difundam pelos tecidos sem o 

comprometimento da sua viabilidade, o que exporia o parasita ao sistema 

imune do hospedeiro. Dessa forma, o protozoário T. gondii seria carreado para 

sítios imunoprivilegiados, atravessando as barreiras teciduais naturais, 

protegido do sistema imune por estar dentro do leucócito do hospedeiro, que 

pode funcionar como “cavalo de Tróia” (Da Gama et al., 2004).   
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A toxoplasmose é uma das principais causas de uveíte em várias partes 

do mundo (Holland et al., 1999) e é responsável por mais de 85% dos casos de 

uveíte posterior no sul do Brasil (Silveira et al., 1988; Melamed, 2009). Nos 

Estados Unidos, a prevalência da doença ocular é de 2% para a população 

soropositiva (Holland, 2003) e em Erechim, sul do Brasil, 17,7% (Glasner et al., 

1992). Em Campos dos Goytacazes, Bahia-Oliveira e colaboradores (2012) 

mostraram que a prevalência de doença ocular pode atingir 30% da população 

soropositiva.  

Manifestações oculares da toxoplasmose podem resultar de infecção 

congênita ou adquirida após o nascimento (Montoya e Remington, 1996). A 

forma ocular da toxoplasmose congênita pode ser subdividida em: forma 

neonatal, quando a lesão está presente ao nascimento; forma de aparição 

tardia, que ocorre em qualquer época da vida, principalmente entre a 2ª e 3ª 

décadas de vida. Nunca se deve subestimar a toxoplasmose congênita sem 

lesões oculares, pois cistos teciduais contendo parasitas podem estar 

quiescentes nas células retinianas e alterações imunológicas podem provocar o 

rompimento destes cistos, levando a quadros de toxoplasmose ocular (Oréfice 

e Bahia-Oliveira, 2005). Já a toxoplasmose ocular adquirida após o nascimento 

pode ser subdividida em: concomitante, quando ocorre junto com a doença 

sistêmica; tardia, quando há um intervalo variável de tempo entre as doenças 

sistêmica e ocular (Oréfice e Bahia-Oliveira, 2005).  

Existem graves problemas visuais associados à toxoplasmose como, 

formação secundária de catarata, glaucoma e vasculite retiniana (Garweg, 

2005). Caso o parasita atinja a mácula, região da retina responsável pela visão 

de maior precisão, os prejuízos são ainda maiores, podendo levar à cegueira 

(Oréfice e Bahia-Oliveira, 2005). Relatos da literatura sugerem que a 

localização da lesão não ocorre como um evento randômico. Mets e 

colaboradores (1996) mostraram que 58%, de uma amostragem de 89 recém-

nascidos com retinocoroidite toxoplásmica congênita, tinham lesões maculares. 

Considerando que a mácula compõe apenas 5% da área total da retina, 

sugere-se que a presença de lesão nesta região não seja aleatória. Outros 

autores mostraram também a desproporcionalidade da frequência de lesões na 

mácula (Dodds et al., 2008; Friedmann, 1969). A infecção congênita, em 

estágios recentes de desenvolvimento da retina, pode favorecer o envolvimento 
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macular devido à possibilidade da vascularização da retina periférica estar 

ainda incompleta (Holland, 2009).  Diferenças histológicas entre mácula e 

retina periférica pode também influenciar na predominância de lesões 

maculares, até mesmo nos casos de infecção pós-natal. Um estudo feito com 

olhos de indivíduos pós-morte mostrou que macrófagos, os quais participam da 

defesa contra infecção por T. gondii, foram encontrados significativamente em 

menor número na mácula do que na retina posterior (Yang et al., 2000). 

Os motivos pelos quais algumas pessoas desenvolvem a doença ocular, 

enquanto outras permanecem assintomáticas não estão completamente 

elucidados. A idade, background genético e o estado imunológico do 

hospedeiro, genótipo do protozoário, número de parasitas e via de infecção 

podem explicar algumas destas diferenças (Holland, 2004). Estudo 

desenvolvido no Brasil mostrou que a idade elevada foi maior fator de risco 

para a doença ocular entre indivíduos infectados com T. gondii (Portela et al., 

2004), tendo sido a prevalência de toxoplasmose ocular significantemente mais 

alta em indivíduos com mais de 50 anos. Dados na literatura sugerem que 

indivíduos mais velhos, de fato, têm um risco maior de envolvimento ocular, 

seguido de infecção recentemente adquirida do que indivíduos jovens. Bosch-

Driessen e colaboradores (2002) observaram que nos indivíduos com média de 

idade de 29,9 anos, a toxoplasmose ocular foi primeiramente vista quando 

esses indivíduos tinham evidência sorológica de infecção adquirida 

remotamente. Já os indivíduos com média de idade de 50,6 anos a 

toxoplasmose ocular foi primeiramente detectada quando eles tiveram 

evidência sorológica de infecção recente. Esses dados sugerem que, em se 

tratando de uma primo-infecção pós-natal, indivíduos mais velhos estão sob 

maior risco de envolvimento ocular, do que indivíduos jovens (Bosch-Driessen 

et al., 2002). Além disso, tem sido mostrado que em indivíduos mais velhos a 

doença ocular é mais severa (Holland 2004, 2009, Dodds et al., 2008).  

 

2.5 Classificação das lesões oculares toxoplásmicas 

As cicatrizes de retinocoroidite toxoplásmica carecem de uma 

classificação que considere a diversidade de manifestações clínicas. O critério 

adotado por estudos epidemiológicos tem sido subjetivo categorizando-as, 

frequentemente, em termos da probabilidade de serem causadas pela 
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manifestação ocular da toxoplasmose (Glasner et al., 1992, Bahia-Oliveira et 

al., 2001). No entanto, esforços vêm sendo feitos por parte de grupos de 

pesquisas para classificar tais cicatrizes (Glasner et al., 1992, Aleixo et al., 

2009, Bahia-Oliveira et al., 2009, Bahia-Oliveira et al., 2012, Dutra et al., 2013). 

Nesse estudo foi utilizada a classificação proposta por Bahia-Oliveira e 

colaboradores (2009, 2012) que reflete o estado de destruição da retina. 

Lesões cicatrizadas da retina apresentando alto, médio ou baixo grau de 

severidade, foram classificadas como tipo A, B ou C, respectivamente (Figura 

1).  

 

Figura 1: Classificação das lesões oculares decorrentes da infecção por 

Toxoplasma gondii. A: Cicatrizes de lesão tipo A (seta vermelha); B: Cicatrizes 

de lesão tipo B (seta laranja); C e D: Cicatrizes de lesão tipo C (seta amarela); E 

e F: Cicatrizes de lesões múltiplas. Fonte: Bahia-Oliveira et al., 2012. 

 

As lesões cicatrizadas do tipo A apresentam limites bem marcados, 

usualmente circundadas por um halo pigmentado e com uma área central clara, 

a qual representa uma área de atrofia coriorretiniana, permitindo a visualização 

da esclera. O halo pigmentado pode ser explicado pela rápida proliferação do 

epitélio pigmentar da retina mobilizando-se para recompor o tecido danificado, 

o que pode causar hiperpigmentação (Figura 1A). As lesões cicatrizadas do 

tipo B são caracterizadas por uma área central tipicamente hiperpigmentada 
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circundada por um halo hipopigmentado. Nesse caso, a reação inflamatória é 

provavelmente de menor intensidade e o reparo tecidual parece ser mais eficaz 

que na lesão tipo A (Figura 1B). As lesões cicatrizadas do tipo C possuem 

aspecto morfológico inespecífico, podendo apresentar-se pigmentadas e/ou 

atróficas, sendo os danos causados ao tecido retiniano menos severos que os 

causados pelas lesões A e B (Figura 1C e 1D). Os indivíduos afetados pela 

toxoplasmose ocular podem apresentar cicatrizes de um único tipo de lesão 

(Figura 1A-D) ou cicatrizes de lesões com múltiplos graus de severidade 

(Figura 1E e 1F). 

 

2.6 Resposta imune ao protozoário Toxoplasma gondii 

A resposta imune do hospedeiro à infecção por T. gondii pode variar 

muito entre os indivíduos e parece depender fortemente do background 

genético e do estado imunológico do hospedeiro (Munoz et al., 2011). Uma 

característica central na infecção por T. gondii é a indução de uma forte 

resposta imune Th1, marcada pela produção IFN- dentre outras citocinas pró-

inflamatórias (Munoz et al. 2011). Essa resposta imune pró-inflamatória é 

contrabalanceada pela ação de citocinas anti-inflamatórias do padrão Th2 

induzidas simultaneamente pelo parasita, as quais controlam a produção do 

IFN- (Munoz et al., 2011). A ação combinada destas citocinas protege o 

hospedeiro da rápida proliferação do parasita e de alterações patológicas 

decorrentes da resposta imune (Montoya e Liesenfeld, 2004). 

 

2.6.1 Citocinas IFN- e IL-13 e o balanço Th1/Th2 

A hipótese Th1/Th2 emergiu no final de 1980, decorrentes de 

observações, em modelo murino, de subtipos de células T CD4+ ou T helper 

que apresentavam padrões de secreção de citocinas distintos (Kidd, 2003).  As 

células T helper (Th) podem se diferenciar, basicamente, em dois subconjuntos 

de células (Th1 ou Th2) que produzem conjuntos diferentes citocinas e, 

portanto, desempenham funções efetoras distintas (Mosmann et al., 1986). 

Sabe-se, atualmente, que existem outros subconjuntos celulares, com padrão 

heterogêneo de produção de citocinas, entretanto, as respostas imunológicas 

são frequentemente dominadas por uma das duas populações, Th1 ou Th2 e 

as proporções relativas dessas subpopulações durante a resposta imune são 
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os principais determinantes para o desfecho de uma infecção (Infante-Duarte e 

Kamradt, 1999).  

As células Th1 apresentam um perfil pró-inflamatório e produzem 

citocinas como IFN-, IL-2, TNF-α, as quais estimulam a atividade microbicida 

dos fagócitos e induzem a produção de anticorpos opsonizantes e fixadores de 

complemento pelas células B. Por outro lado, as células Th2 secretam as 

citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, as quais estimulam a produção de anticorpos 

da classe IgE, favorecem ativação de eosinófilos e mastócitos e inibem a 

ativação de macrófagos e reações mediadas por células Th1 (Mosmann et al., 

1986, Abbas et al., 2008; Paul e Seder, 1994).  

As citocinas produzidas por células T helper são de importância crítica 

para proteção ou manifestação de doenças, pois desempenham importantes 

funções na regulação da resposta imune. Alterações nos níveis de produção 

destas moléculas podem contribuir para o início e/ou agravamento de doenças 

de etiologias diversas (Infante-Duarte e Kamradt, 1999). Um balanço entre as 

respostas Th1 e Th2 é necessário para erradicar eficazmente um patógeno: 

geralmente o padrão de resposta inicialmente necessário para eliminar o 

parasita pode causar dano se a resposta for muito intensa. Por isso precisa ser 

devidamente regulado pelo padrão de resposta oposto, garantindo tanto a 

eliminação do agente infeccioso quanto o equilíbrio da resposta imune, 

evitando, dessa forma, possíveis mecanismos de autoagressão (Infante-Duarte 

e Kamradt, 1999).  

O IFN- é a principal citocina do subgrupo Th1 das células T CD4+, mas 

também é produzido por células T CD8+ e células NK (Commins et al., 2010).  

Há evidências de que ainda outras células, tais como células B, células NKT e 

células apresentadoras de antígenos produzam IFN-(Carnaud et al., 1999, 

Harris et al., 2000, Frucht et al., 2001). O IFN- medeia o aumento da 

expressão de moléculas de MHC de classe I e II, estimula a apresentação de 

antígenos e a produção de citocinas por células apresentadoras de antígenos. 

Acentua, ainda, a função microbicida de fagócitos mediante estímulo da síntese 

de intermediários reativos de oxigênio e produção óxido nítrico, resultando em 

reações inflamatórias ricas em macrófagos ativados no sítio da infecção, 

capazes de matar patógenos intracelulares. Além disso, o IFN- estimula 

atividade de células NK e neutrófilos e inibe a proliferação de células do padrão 
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de resposta Th2 (Abbas et al., 2008; Commins et al., 2010). O IFN- estimula 

ainda a produção de CXCL10, uma importante quimiocina relacionada ao 

recrutamento de células do padrão Th1 de resposta imune para sítios de 

infecção (Khan et al., 2000). 

Relatos da literatura têm sugerido que há um decréscimo na produção 

do IFN- durante o processo de envelhecimento do sistema imune 

(imunossenescência). Segundo Rink e colaboradores (1998), durante o 

envelhecimento, há queda na produção das citocinas IL-2, IL-12, IFN-α, além 

do IFN-, comprometendo a resposta imune adaptativa e possibilitando o 

aparecimento de doenças relacionadas à idade, em humanos. Diminuição na 

produção de IL-2, IL-12, IFN- por células T CD4+ foi descrita por Torres e 

colaboradores (2011).  Pawelec e colaboradores (1998) relataram que há um 

déficit na produção de IFN- associado à idade, por células NK de 

camundongos e de humanos, que secundariamente pode levar a disfunções de 

macrófagos. Borrego e colaboradores (1999) também mostraram que células 

NK de idosos tiveram produção reduzida de IFN-. Krishnaraj e Bhooma (1996) 

mostraram que a produção, in vitro, de IFN- induzida por IL-2 recombinante foi 

diminuída em células NK de indivíduos mais velhos. Foi visto, tanto em modelo 

experimental quanto em humanos, que há menor produção de IFN- por células 

NKT de indivíduos mais velhos (Mocchegiani e Malavolta 2004). Após estímulo 

com o mitógeno concanavalina A, esplenócitos de camundongos mais velhos 

também apresentaram decréscimo na produção de IFN- quando comparados 

a camundongos jovens (Sharma et al., 2013). Abb e colaboradores (1984) 

também demonstraram declínio na secreção, in vitro, de IFN- e IFN-α por 

células mononucleares do sangue periférico de indivíduos mais velhos quando 

comparadas às células de indivíduos mais jovens, sugerindo que essa 

deficiência possa estar envolvida na susceptibilidade dos idosos a infecções 

virais e doenças malignas.  

A IL-13 é produzida principalmente por células T CD4+ do subgrupo Th2, 

mas outros tipos de células, incluindo células T CD8+ e células NKT, podem 

produzir esta molécula. Outras fontes celulares desta citocina incluem 

basófilos, eosinófilos e células NK (Abbas et al., 2008, Hoshino et al., 1999). IL-

13 tem como características funcionais o estímulo à troca de classe da cadeia 
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pesada das imunoglobulinas para o isotipo IgE, ativação de mastócitos e 

eosinófilos, inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias do padrão Th1, 

estímulo a secreção de muco e estímulo da produção de colágeno por 

macrófagos e fibroblastos, levando a fibrose (Abbas et al., 2008; Wynn, 2003). 

Exerce um papel dominante na resistência a nematódeos gastrointestinais e 

por regular a imunidade mediada por células do padrão Th1, modula a 

resistência a organismos intracelulares (Wynn, 2003).   

 Poucos trabalhos na literatura relatam a influência da idade sobre a 

produção de IL-13. Sugawara  e colaboradores (2011), após inoculação de 

camundongos com larvas do helminto Heligmosomoides polygyrus, 

observaram aumento na expressão dos genes de IL-4 e IL-13, porém em 

camundongos mais velhos esta expressão foi significativamente menor do que 

em jovens. Foi também mostrado que quando camundongos de diferentes 

idades foram sensibilizados e desafiados com ovalbumina, a produção de IL-4 

aumentou, mas a de IL-5 e IL-13 diminuiu com a idade (Kang et al., 2013).  

 

2.6.2 Resposta imune sistêmica contra Toxoplasma gondii 

A infecção de indivíduos imunocompetentes resulta em uma cascata de 

eventos que levam ao desenvolvimento integrado da resposta imune inata e 

adaptativa (Wynn, 2003). Esta resposta é complexa e envolve várias células e 

fatores solúveis que têm a função de controlar a replicação do parasita. Os 

mecanismos efetores pró-inflamatórios, por sua vez, devem ser devidamente 

contrabalanceados por mecanismos anti-inflamatórios (Munoz et al., 2011). 

Os leucócitos polimorfonucleares (neutrófilos) e granulócitos (basófilos e 

eosinófilos) são as primeiras células fagocíticas recrutadas ao sítio da infecção 

(Munoz et al., 2011). Foi observado in vitro que, quando estimulados com 

antígenos de T. gondii, os leucócitos polimorfonucleares liberam rapidamente 

IL-12 e IFN-, sugerindo que estas células estejam envolvidas na produção de 

citocinas no início do processo infeccioso, podendo exercer importante papel 

no estabelecimento inicial de uma rede de citocinas induzidas pela infecção por 

T. gondii (Bliss et al., 1999).  A depleção dos leucócitos polimorfonucleares 

resultou em uma resposta imune desregulada com aumento da 

susceptibilidade a T. gondii. Contudo, a remoção de neutrófilos em estágio 

tardio de infecção não interferiu na susceptibilidade a T. gondii, indicando que a 



33 

 

principal função desta célula está associada à resposta inicial ao parasita 

(Munoz et al., 2011). 

As células dendríticas são a principal fonte de IL-12 em resposta a 

infecção por T. gondii.  Foi mostrado que o parasita T. gondii pode induzir a 

produção in vitro de IL-12 por estas células e também por macrófagos, e 

neutrófilos (Denkers, 2003). A citocina IL-12 promove a ativação de linfócitos T 

CD8+, aumentando a sua citotoxicidade e estimulando a produção de IFN-. 

Além disso, IL-12 tem a importante função de induzir a diferenciação de 

linfócitos T naive em linfócitos T CD4+ do subgrugo Th1, os quais são 

produtores de IFN-. A depleção de células dendríticas, em modelo murino, 

suprimiu a produção de IL-12 e aumentou a susceptibilidade ao parasita. Além 

disso, a transferência de células dendríticas de camundongos selvagens para 

camundongos depletados, previamente à infecção, restaurou a produção de IL-

12 e IFN-, o que aumentou a resistência à infecção (Munoz et al., 2011). As 

células dendríticas têm ainda função crucial na disseminação sistêmica do 

parasita dentro do hospedeiro (Lambert et al., 2006). Estudos in vitro com 

células humanas e murinas revelaram que a invasão de células dendríticas por 

T. gondii induz uma hiper-motilidade nestas células, capacitando a 

transmigração das células infectadas através do endotélio na ausência de 

estímulos quimiotáticos. Foi visto também que a transferência adotiva de 

células dendríticas infectadas pelo parasita resultou na disseminação mais 

rápida do parasita para órgãos distantes do que a inoculação de parasitas 

livres. Estes dados mostram que o parasita T. gondii é capaz de subverter e 

explorar uma via natural de migração celular do hospedeiro para disseminação 

do parasita (Lambert et al., 2006). 

O estímulo de macrófagos por T. gondii induz a produção de TNF- e IL-

12, os quais agem sinergicamente estimulando células NK a secretarem IFN-, 

que por sua vez intensifica a ativação de macrófagos infectados (Denkers e 

Sher, 1997) e ativam macrófagos não infectados por estímulo do seu 

metabolismo oxidativo. O reconhecimento de moléculas de T. gondii por 

receptores da família TLR (Toll-Like Receptors) promove a ativação de 

macrófagos, além de células dendríticas e neutrófilos, resultando na produção 

de citocinas pró-inflamatórias como IL-12, IL-1β e TNF-α. Esses receptores 

exercem papel crítico na imunidade inata de mamíferos, pois ativam uma 
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cascata de transdução de sinais que induzem a expressão de genes da 

resposta imune após o reconhecimento de seus respectivos ligantes 

(Medzhitov, 2001). Os membros da família TLR possuem como principal 

ligante, a proteína adaptadora citoplasmática MyD88. A deficiência da proteína 

MyD88 em camundongos geneticamente modificados está associada à baixa 

produção de IL-12 e à multiplicação parasitária descontrolada resultando em 

alta susceptibilidade à infecção por T. gondii (Scanga et al., 2002).  Os 

macrófagos também já foram descritos como importantes disseminadores do 

parasita para sítios imunoprivilegiados (Da Gama et al., 2004).  

As células NK são as principais produtoras do IFN- na infecção recente 

(Munoz et al., 2011). A produção de IFN- é de extrema importância na 

resistência à infecção aguda por Toxoplasma e camundongos nocautes para 

IFN-não sobrevivem à infecção (Sharton-Kersten et al., 1996). Durante a fase 

crônica da infecção, a depleção desta citocina mediada por anticorpos mostrou 

que a produção contínua de IFN- é necessária para a sobrevivência por longo 

prazo (Gazzinelli et al., 1992). Portanto, IFN- é o principal mediador da 

proteção contra T. gondii, sendo sua produção dependente de IL-12, com 

importante papel de IL-2 e TNF-α como cofatores (Khan et al., 1994, Hunter et 

al., 1994, 1995, Gazzinelli et al., 1994). Pfefferkorn e Guyre (1984) mostraram 

que o IFN- bloqueia o crescimento do T. gondii pela indução da enzima 

indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) que leva a degradação, pelas células 

hospedeiras, do triptofano, aminoácido indispensável para uma variedade de 

processos metabólicos do parasita. Interações entre células dendríticas e 

células NK aumentam a produção de IFN- por células NK, bem como a 

produção de IL-12 por células dendríticas. Esta interação é mediada via 

receptor NKG2D das células NK que interage com ligantes na superfície das 

células dendríticas (Munoz et al., 2011). Foi mostrado que camundongos SCID, 

portadores de imunodeficiência severa, com ausência de linfócitos T e B 

apresentaram resistência a T. gondii devido à produção de IFN- por células 

NK (Sher et al., 1993). Células NK também são capazes de secretar IL-13 

(Hoshino et al., 1999), citocina relacionada à resposta Th2 e portanto, 

relacionada ao controle da resposta inflamatória Th1 (Abbas et al., 2008). Além 

da produção de citocinas, as células NK exibem atividade citotóxica contra 

células-alvo. A citotoxidade pode ser resultado da secreção de grânulos de 
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perforina e granzima, que são moléculas designadas para auxiliar na 

eliminação de células-alvo por meio de apoptose. As perforinas formam poros 

na membrana, permitindo a entrada das granzimas. A granzima B é uma 

serino-protease que cliva proteínas imediatamente após resíduos de ácido 

aspártico e pode ativar diretamente a cascata de caspases (Lieberman, 2003). 

Atividade citotóxica de NK é regulada positivamente por IL-18 e IL-15 

produzidas por macrófagos e células dendríticas (Munoz et al., 2011). 

Os linfócitos T são encontrados em alto número dispersos pelo tecido 

epitelial, sendo esta localização ideal para a atuação destas células como arma 

da primeira linha de defesa contra infecções (Munoz et al., 2011). Foi visto que 

camundongos infectados por T. gondii aumentaram o número de células Te 

a depleção destas células resultou na redução da produção de óxido nítrico 

(Munoz et al., 2011). O óxido nítrico não somente mata diretamente o parasita, 

mas também promove a transformação de taquizoítos em bradizoítos pela 

inibição da respiração mitocondrial (Bohne et al., 1994). Foi demonstrado que 

linfócitos T são expandidos e ativados in vitro quando cultivados com células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) que internalizaram parasitas 

mortos. Estes linfócitos desenvolveram atividade citotóxica contra as células 

infectadas por T. gondii, por via independente de MHC, e produziram as 

citocinas IFN-, IL-12 e TNF-, sugerindo que esta subpopulação possa ser 

importante no início da resposta imune protetora contra T. gondii (Subauste et 

al., 1995).  

Tanto os linfócitos T CD4+ quanto os linfócitos T CD8+ são cruciais para 

a sobrevivência do hospedeiro, por longo prazo, à infecção por T. gondii 

(Munoz et al., 2011). Camundongos nude atímicos são extremamente 

susceptíveis a cepas virulentas e avirulentas de T. gondii (Lindberg e Frenkel, 

1977). Adicionalmente, a transferência adotiva de células T imunes, 

principalmente a subpopulação de linfócitos T CD8+, é capaz de proteger 

camundongos desafiados com cepas virulentas do T. gondii (Gazzinelli et al., 

1991). A geração de populações celulares específicas T CD4+ e T CD8+ 

contribui para defesa do hospedeiro através da produção de IFN- e outras 

citocinas pró-inflamatórias incluindo TNF-α, IL-6 e IL-1. As células T CD4+ têm 

como principal função a regulação da resposta imune a T. gondii, enquanto que 

as células T CD8+ são mais importantes pela função efetora contra o parasita 
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(Munoz et al., 2011). Estas células desempenham atividade citotóxica sobre as 

células infectadas, por mecanismos citotóxicos similares aos apresentados por 

células NK (Alexander e Hunter, 1998). A participação de células T CD4+ foi 

demonstrada ser também de grande importância, visto que camundongos 

cronicamente infectados por T. gondii apresentaram danos no sistema nervoso 

central, que acarretaram em morte, quando tiveram suas células T CD4+ 

depletadas (Vollmer et al., 1987). Segundo Gazzinelli e colaboradores (1992) o 

controle completo da toxoplasmose crônica é resultante da ação sinérgica de 

linfócitos T CD4+, T CD8+, células NK e da síntese de IFN- (Gazzinelli et al. 

1992). Em modelos experimentais, T. gondii mostrou ser potente indutor da 

expressão da quimiocina CXCL10, relacionada à migração de células T 

(Brenier-Pinchart et al., 2001). Este dado foi confirmado por Khan e 

colaboradores (2000), os quais mostraram que o desafio oral de camundongos 

com cistos de T. gondii, induziu o aumento nos níveis de RNAm para CXCL10. 

Foi visto ainda que a neutralização desta quimiocina em camundongos 

infectados inibiu o influxo de células T para os tecidos, além de prejudicar as 

funções efetoras destas células, resultando em um aumento da carga 

parasitária e mortalidade (Khan et al., 2000). Esses achados sugerem uma 

função adicional para o IFN-na defesa do hospedeiro a T. gondii, uma vez 

que a produção de CXCL10 é induzida por esta citocina (Khan et al., 2000). 

Os linfócitos B secretam anticorpos específicos de diferentes isotipos, 

como IgM, IgG e IgA contra T. gondii. Assim, taquizoítos extracelulares podem 

ser destruídos por mecanismos dependentes de anticorpos. Durante a fase 

aguda da infecção ocorre predomínio de anticorpos IgM, assim como de 

anticorpos IgG durante a fase crônica (Couto et al., 2006). Após inoculação 

intraperitoneal com T. gondii, camundongos IgM-/- exibiram significativamente 

menos parasitas no peritônio do que camundongos tipo selvagem, o que 

estava correlacionado com o aumento da disseminação de taquizoítos para o 

fígado, pulmão e baço em camundongos IgM-/- (Couper et al., 2005). A 

produção do isotipo IgA tem sido encontrada precocemente sobre superfícies 

de mucosa, sugerindo atividade protetora desta imunoglobulina contra 

reinfecções do hospedeiro (Mineo et al., 1993). A incubação de taquizoítos com 

IgA purificada de indivíduos infectados reduziu em 50 a 75% a infecção de 

enterócitos in vitro (Munoz et al., 2011). Além da função de secretar anticorpos, 
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os linfócitos B estão envolvidos em outras funções imunes, como apresentação 

de antígenos a linfócitos T e produção de citocinas (Abbas et al., 2008). Harris 

e colaboradores (2000) mostraram células B de camundongos produzindo IFN-

 em resposta a infecção por T. gondii.   

Os mecanismos acima mencionados refletem uma variedade de 

respostas pró-inflamatórias evocadas pela infecção por T. gondii, porém, 

mecanismos contrarreguladores são simultaneamente induzidos pelo parasita. 

T. gondii desencadeia a produção de citocinas anti-inflamatórias incluindo IL-10 

e TGF- que inibe a produção de IFN-e prejudica a ativação de macrófagos. 

IL-10 e TGF- também inibem a atividade de células NK e produção de IFN-

por este tipo celular (Munoz et al., 2011). Além disso, camundongos nocautes 

para IL-10 tiveram mortalidade aumentada durante fase aguda da infecção, 

confirmando a importância da indução simultânea de citocinas reguladoras 

durante a infecção com T. gondii (Munoz et al., 2011). 

Conclui-se, portanto, que grande variedade de citocinas é produzida em 

consequência da resposta imune do hospedeiro contra T. gondii. Estas 

citocinas podem atuar no curso da infecção controlando tanto o crescimento 

dos parasitas, quanto a magnitude da resposta imune contra o mesmo, sendo 

que a resposta imune contra os parasitas pode se tornar lesiva para o 

hospedeiro gerando processos de autoagressão caso ela não seja 

devidamente balanceada. 

 

2.6.3 Resposta imune intraocular contra Toxoplasma gondii  

O olho é um ambiente imunoprivilegiado sendo a resposta imune 

intraocular suprimida para prevenir a destruição tecidual (Vincent e Peek, 

2001). Inúmeros fatores contribuem para esse privilégio imune, incluindo 

barreiras anatômicas (Barragan e Sibley, 2003). Em circunstâncias normais, 

células presentes em várias estruturas do olho, como córnea, íris, corpos 

ciliares, retina, além de células T e macrófagos, expressam constitutivamente 

ligante de Fas (Fas-L), o qual pode promover a deleção de células T e células 

NK presentes no ambiente intraocular, por estas expressarem Fas quando 

ativadas, induzindo morte por apoptose. Além disso, foi mostrado que o fluido 

intraocular contém citocinas como TGF- e outros mediadores que têm 

propriedades imunossupressoras. O TGF- induz a regulação negativa de 
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moléculas de MHC classe I e, portanto, respostas imunes citotóxicas 

intraoculares são mediadas, preferencialmente, por células NK em detrimento 

de células T CD8+ citotóxicas, as quais dependem de MHC-I para serem 

ativadas (Abbas et al., 2008). Níveis menores de TGF- foram encontrados em 

fluidos oculares de indivíduos portadores de uveítes (De Boer et al., 1994). 

Lemaitre (2001) mostrou, em modelo experimental de uveíte induzida por 

endotoxina, que a IL-13 também é uma importante citocina moduladora da 

inflamação intraocular, promovendo decréscimo de moléculas pró-

inflamatórias, tais como TNF-, IL-1, IL-6, MCP-1 e MIP-2 no corpo ciliar, íris 

e retina (Lemaitre, 2001). 

O parasita Toxoplasma gondii, por sua vez, pode promover a produção 

de fatores que anulem ou comprometam este privilégio imune, como o IFN-. 

Esta citocina é um antagonista potente de TGF- e pode regular positivamente 

a expressão de moléculas de MHC em células do sítio imunoprivilegiado 

(Hooks et al., 1988, Roberts e McLeod, 1999). Percebe-se, portanto, que a 

resposta imunológica desenvolvida contra T. gondii no olho, é bastante 

complexa, devido aos vários mecanismos requeridos para controle do número 

de parasitas poderem também influenciar no privilégio imune e causar danos 

teciduais (Lyons et al., 2001). Sendo assim, o dano no tecido ocular pode 

resultar tanto da multiplicação do parasita quanto da resposta imunológica. 

 

2.7 Genética e susceptibilidade a infecções parasitárias  

As doenças infecciosas são uma das principais causas de morbidade e 

mortalidade, exercendo uma grande pressão seletiva sobre a população 

(Burgner et al., 2006). A base para diferenças na susceptibilidade às doenças 

observadas na população humana é, pelo menos em parte, geneticamente 

determinada (Kinane et al., 2003, Dutra et al., 2009). Genes envolvidos na 

resposta imune são os mais numerosos e diversificados do genoma humano e 

após a exposição a um agente infeccioso há uma enorme variação individual 

das consequências desta infecção. Esta susceptibilidade diferencial mostra a 

diversidade genética de genes relacionados à resposta imune (Burgner et al. 

2006). 

Polimorfismos genéticos são definidos pela presença de dois ou mais 

alelos para um determinado gene em consequência de alterações na 
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sequência de nucleotídeos, tal que o alelo mais frequente não ultrapassa a 

frequência de 99% na população (Futuyma, 1992). A forma mais comum de 

polimorfismo é o polimorfismo de nucleotídeo único (SNP), caracterizada por 

uma alteração em um único par de bases no DNA (Nielsen 2004). 

O polimorfismo genético em genes que codificam citocinas tem 

importante papel na susceptibilidade às infecções, uma vez que pode ter efeito 

no nível de produção destas moléculas, na ligação de citocinas a seus ligantes, 

e na expressão de proteínas modificadas (Dutra et al. 2009). As citocinas 

podem modular positivamente ou negativamente a divisão, crescimento, 

diferenciação, migração e morte celular, bem como a produção de outras 

citocinas e diversos produtos celulares. Uma rede de citocinas funcional é um 

elemento central na homeostase da resposta imune e sua alteração pode 

conduzir ao desenvolvimento de uma resposta imune anormal (Henao et al., 

2006).  

O parasita Toxoplasma gondii geralmente provoca uma infecção crônica 

assintomática em seus hospedeiros (Luder e Gross, 1998). Em alguns 

indivíduos, no entanto, os mesmos parasitas podem causar doença ocular 

grave (Roberts e McLeod, 1999). Por isso, há um grande interesse em tentar 

identificar os fatores que causam o desenvolvimento da doença em apenas 

uma fração da população que está exposta aos parasitas. As citocinas IFN- e 

IL-13, bem como a quimiocina CXCL10, são importantes no contexto da 

toxoplasmose. Portanto, análises de associação entre manifestação clínica da 

toxoplasmose ocular e polimorfismos em genes que codificam tais moléculas são 

pertinentes.   

O gene IFNG está localizado no cromossomo 12, região 12q14, contém 

quatro exons e três introns, com um total de 5,4 Kb (Schrijver et al., 2004). Este 

gene codifica a proteína IFN- que contém 166 aminoácidos, incluindo uma 

sequência sinal de 23 aminoácidos (Gray et al., 1982) e está relacionada ao 

padrão Th1 de resposta imune (Abbas et al., 2008). Os receptores para IFN- 

são codificados pelos genes IFNGR1 e IFNGR2, os quais estão localizados nos 

cromossomos 6 e 21, regiões 6q23 e 21q22, respectivamente (Schrijver et al., 

2004). 

O gene IL13 está localizado no cromossomo 5, região 5q31 e encontra-

se organizado em quatro exons e três introns, perfazendo um total de 3 kb 
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(Minty et al., 1993). O seu produto é a citocina IL-13, uma proteína de 146 

aminoácidos e de massa molecular relativa de 10 kDa (McKenzie et al., 1993) 

relacionada ao padrão Th2 de resposta imune (Abbas et al., 2008). Os 

produtos gênicos do IL13 interagem com a cadeia α do receptor de IL-4 

(Pritchard et al., 1991) bem como com seu receptor específico constituído pela 

cadeia α1 do receptor de IL-13 (IL-13Rα1) associada à cadeia α2 (IL-13Rα2) 

(Grünig et al., 2003). Diferentes polimorfismos nos genes destes receptores, 

bem como no gene que codificam o ligante IL-13 podem interferir de um modo 

complexo na regulação da IL-13 e contribuir para a manifestação de um 

fenótipo de doença. 

O gene CXCL10 contém quatro éxons e está localizado no cromossomo 

4, região 4q21. Este gene codifica a quimiocina CXCL10, uma proteína de 98 

aminoácidos e 10 KDa produzida por vários tipos celulares em resposta ao 

estímulo por IFN- (Weng et al., 1998). O receptor para a quimiocina CXCL10 é 

o CXCR3 e segundo Brück e colaboradores (2009) polimorfismos no gene 

CXCL10 ou em CXCR3, bem como a expressão diferencial de RNAm dos 

respectivos genes podem exercer importante função na patogênese de 

doenças diversas. 

 Os níveis de produção de citocinas, in vitro, por células de indivíduos 

apresentando diferentes formas clínicas de uma determinada doença, têm-se 

mostrado vinculados à apresentação de polimorfismos nos genes que codificam 

para tais citocinas (Pravica et al.,  2000;  Hoffmann et al., 2001; López-

Maderuelo et al., 2003; Henao et al., 2006; Dai et al., 2006). Portanto, o estudo 

de polimorfismos em genes de citocinas pode ser crucial para o melhor 

entendimento da patogênese e manifestação clínica da toxoplasmose ocular. 

Os motivos pelos quais algumas pessoas desenvolvem a doença ocular 

toxoplásmica, enquanto outras permanecem assintomáticas não estão 

completamente elucidados. A idade, background genético e o estado 

imunológico do hospedeiro, genótipo do protozoário, número de parasitas e via 

de infecção podem explicar algumas destas diferenças (Holland, 2004). Nesse 

cenário, a natureza multifatorial da toxoplasmose ocular justifica a proposta 

deste estudo de investigar conjuntamente fatores genéticos e imunológicos 

potencialmente envolvidos na manifestação da doença ocular causada pela 

infecção por T. gondii. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

A fim de contribuir para a produção de conhecimento relacionada à 

susceptibilidade às manifestações oculares da toxoplasmose, propôs-se, neste 

trabalho, investigar polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) nos genes 

IFNG, IL13 e CXCL10 e seus potenciais efeitos sobre a produção de citocinas, 

relacionando com a manifestação da retinocoroidite toxoplásmica em 

indivíduos de diferentes faixas etárias. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Recrutar indivíduos, de diferentes faixas etárias, distribuídos em grupos 

de indivíduos não infectados e infectados por Toxoplasma gondii, com 

ausência ou presença de lesão ocular; 

 Selecionar SNPs nos genes de IFNG, IL13 e CXCL10 a partir da 

literatura científica e da base de dados HapMap; 

 Comparar as frequências alélicas obtidas na população de Campos dos 

Goytacazes/RJ com as frequências alélicas da população CEU e YRI;  

 Verificar se SNPs nos genes IFNG, IL13 e CXCL10 estão associados 

com a ocorrência e/ou severidade da toxoplasmose ocular; 

 Avaliar se os níveis das citocinas IFN- e IL-13, produzidas por células 

do sangue periférico de indivíduos não infectados e infectados por Toxoplasma 

gondii, com ausência ou presença de lesão ocular, são influenciados pela 

idade;  

 Verificar se SNPs selecionados estão associados aos níveis de 

produção de IFN- e IL-13 dentre os indivíduos com sorologia positiva para T. 

gondii, independente da presença de lesão ocular; 

 Verificar se os níveis das citocinas IFN- e IL-13, em grupos de 

indivíduos soropositivos para T. gondii acometidos ou não por toxoplasmose 

ocular, são influenciados pelos genótipos dos SNPs selecionados.  
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4 POPULAÇÃO DE ESTUDO, MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 População de estudo 

O presente estudo foi realizado com a participação de indivíduos 

residentes no município de Campos dos Goytacazes/RJ. A população de 

estudo foi recrutada a partir de domicílios localizados em áreas previamente 

estudadas (n=254), do hemocentro municipal, situado no Hospital Ferreira 

Machado (n=447), de um asilo municipal, Asilo do Carmo (n=18) e do projeto 

Terceira Idade em Ação/UENF (n=46).  Amostras de sangue foram coletadas 

por venopunção e sorologia para toxoplasmose foi determinada usando o kit 

comercial ELFA VIDAS (BioMerieux) para detecção de anticorpos IgG contra 

Toxoplasma gondii.  Exame em oftalmoscópio binocular indireto (Welch Allyn) foi 

realizado nos indivíduos participantes do estudo, a fim de se identificar cicatrizes 

de lesões oculares decorrentes da infecção por T. gondii. Quando constatada a 

presença de tais cicatrizes era realizado o registro fotográfico por meio do 

retinógrafo (Visucam – Zeiss). Posteriormente, as imagens foram analisadas, e 

as cicatrizes das lesões foram classificadas de acordo com o grau de 

destruição da retina, como descrito por Bahia-Oliveira et al., (2009), Aleixo et 

al., (2009), Bahia-Oliveira et al., (2012) e Dutra et al., (2013). Por esta 

classificação, lesões cicatrizadas da retina apresentando alto, médio ou baixo 

grau de severidade, são identificadas como tipo A, B ou C, respectivamente. 

Neste estudo, indivíduos que apresentavam cicatrizes com múltiplos graus de 

severidade foram alocados no grupo correspondente ao tipo mais grave. 

Um total de 765 indivíduos foi subdividido em grupos considerando-se 

como critérios: 1) sorologia para toxoplasmose 2) fundoscopia para verificação 

de cicatrizes de lesões oculares decorrentes da infecção por T. gondii; 3) 

classificação das lesões oculares; 4) faixa etária (estudo imunológico). 

Ocorreram perdas no número de indivíduos inicialmente recrutados devido ao 

não comparecimento dos mesmos quando solicitados em etapas posteriores à 

coleta de sangue. Por esse motivo, o número de indivíduos utilizados para as 

análises variou de acordo com o nível de exames exigidos em cada etapa do 

estudo (Quadro 1 e Quadro 2).  
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Quadro 1: Grupos de indivíduos envolvidos no estudo genético, segundo a 

sorologia para toxoplasmose e fundoscopia. 

Sorologia para 

toxoplasmose 
Fundoscopia 

Estudo da 

Frequência Alélica 

Estudo de 

Associação Genética 

Soronegativos SL1 
171 -  

Soropositivos 

SL1 
271 271 

Lesão Tipo A2 
495 

495 

Lesão Tipo B3 
366 

366 

Lesão Tipo C4 
50 50 

Sem fundoscopia 188 - 

TOTAL   765  406 

1
Indivíduos soropositivos para T. gondii sem cicatrizes de lesão ocular. 

2,3,4
Indivíduos soropositivos para T. gondii com cicatrizes de lesão ocular classificadas 

respectivamente como tipo A, tipo B ou tipo C.
 

5
No grupo com cicatrizes de lesão tipo A foram incluídos indivíduos com apenas cicatrizes de 

lesão A (n=22) e indivíduos com cicatrizes de múltiplas lesões: tipo AB (n=12), ABC (n=12) e 
AC (n=3), totalizando os 49 indivíduos mostrados da tabela.   
6
No grupo com cicatrizes de lesão tipo B foram incluídos indivíduos com apenas cicatrizes de 

lesão B (n=28) e indivíduos com cicatrizes de lesões múltiplas tipo BC (n=8), totalizando os 36 
indivíduos mostrados da tabela. 

 

Quadro 2: Grupos de indivíduos envolvidos no estudo imunológico, segundo a 

sorologia para toxoplasmose, fundoscopia e faixa etária. 

Sorologia Fundoscopia 
Faixa Etária 

Total 
< 60 anos ≥ 60 anos 

Soronegativos SL1 
6 10 16 

Soropositivos 

SL1 
30 39 69 

Lesão Tipo A2 
65 4 10

 

Lesão Tipo B3 
5 2 7 

Lesão Tipo C4 
9 8 17 

TOTAL 
 

56 63 119 

1
Indivíduos soropositivos para T. gondii sem cicatrizes de lesão ocular. 

2,3,4
Indivíduos soropositivos para T. gondii com cicatrizes de lesão ocular classificadas 

respectivamente como tipo A, tipo B ou tipo C
 

5
No grupo com cicatriz de lesão tipo A foram incluídos indivíduos com apenas cicatrizes de 

lesão A (n=4) e indivíduos com cicatrizes de múltiplas lesões: tipo AB (n=1), ABC (n=1), 
totalizando os 6 indivíduos mostrados da tabela.   

 

Os objetivos do estudo foram explicados a todos os indivíduos (ou seus 

responsáveis) e consentimento informado foi obtido a partir daqueles que 
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concordaram em participar (Anexo 1). O presente estudo foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Fundação Oswaldo Cruz do Rio de 

Janeiro (Portaria nº 347/06) e pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa 

(CONEP) do Ministério da Saúde (Portaria nº 013/07) (Anexo 2). 

 

ESTUDO IMUNOLÓGICO 

 

4.2 Manutenção de parasitas e preparo do antígeno solúvel de 

Toxoplasma gondii 

Taquizoítos de Toxoplasma gondii foram mantidos por meio de 

passagens sucessivas em camundongos suíços e em monocamadas de 

fibroblastos provenientes de prepúcio humano (HFS-F).  

Células HFS-F foram cultivadas em meio DMEM/F-12 (GIBCO®), 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (GIBCO®) e mantidas em estufa 

úmida a 37ºC, com 5% de CO2. Paralelamente, camundongos suíços, com 

média de 4 semanas de vida, foram infectados, por via intraperitoneal, com 

taquizoítos de T. gondii, cepa RH. Após 3 dias de infecção, foi realizada a 

lavagem peritoneal nos camundongos, usando 5mL de PBS (0,1M; pH 7,2). O 

material coletado contendo os taquizoítos foi centrifugado a 500g, por 5 min, à 

temperatura ambiente. Posteriormente, o sobrenadante foi submetido a nova 

centrifugação: 900g, por 30 min, a 4ºC. Os parasitas que se encontravam no 

precipitado foram contados em câmara de Neubauer e adicionados às células 

HFS-F, previamente cultivadas, numa proporção de 5-10 parasitas por 

fibroblasto. Aproximadamente, 3 dias após a infecção das células HFS-F, os 

taquizoítos foram coletados e novamente preparados, como descrito acima, 

para infectar outra cultura de células HFS-F. Passados, aproximadamente, 3 

dias pós-infecção da segunda cultura, os taquizoítos foram coletados como 

descrito acima, estocados a 70ºC negativos e posteriormente, usados para 

produzir o antígeno solúvel de T. gondii (STAg). O material estocado foi, então, 

submetido a 5 ciclos de congelamento em nitrogênio líquido e 

descongelamento em banho-Maria a 37oC. A massa contendo os parasitas 

lisados, após o último ciclo, foi ressuspendida em PBS gelado e 

ultracentrifugada a 40000g, durante 70 minutos, à temperatura de 4oC. 

Posteriormente, o sobrenadante foi dialisado, contra PBS por 48 horas, a 4oC. 
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O extrato antigênico foi, então, esterilizado por filtragem em membrana de 

nitrocelulose de 0,22 µm (Millipore).  Dosagem de proteínas foi realizada pelo 

método de Bradford (Bradford, 1976). Após a dosagem, alíquotas do extrato 

foram armazenadas a 20oC negativos até o uso. 

 

4.3 Culturas de células sanguíneas para dosagem de citocinas 

Células sanguíneas, provenientes de 200µL de sangue periférico dos 

indivíduos alocados nos diferentes grupos do estudo, foram cultivadas em 

placas de cultura de 24 poços, utilizando meio RPMI suplementado com L-

glutamina 1,6%. As culturas celulares foram estimuladas antigenicamente pela 

adição de STAg (2µg/ml). Culturas de células não estimuladas antigenicamente 

foram mantidas como controles experimentais. As células foram, então, 

incubadas por 6 dias em estufa úmida a 37ºC, com 5% de CO2. 

Suspensões celulares foram colhidas no sexto dia de cultura e 

transferidas para microtubos. Os sobrenadantes foram separados das células 

sanguíneas por centrifugação a 13000g, por 5 min, 18ºC. Em seguida, os 

sobrenadantes foram coletados e armazenados a 70ºC negativos, para 

posterior análise de produção de citocinas. 

 

4.4 Análise das citocinas IFN- e IL-13 nos sobrenadantes das 

culturas celulares 

A detecção das citocinas IFN- e IL-13 em sobrenadantes de culturas 

celulares colhidos após sexto dia de cultura foi feita, respectivamente, por uso 

dos Kits Human IFN- Flex Set e Human IL-13 Flex Set (BDTM), segundo 

normas do fabricante. Leituras foram realizadas usando o citômetro de fluxo 

FACSCalibur (BDTM) e o software de análise CellQuest (BDTM). 

 

4.5 Análises estatísticas 

 O software GraphPad Prism 4 foi utilizado para análise dos resultados 

obtidos. Os dados de produção das citocinas IL-13 e IFN- foram comparados 

tanto intergrupos quanto intragrupos. Nas análises intergrupos, diferenças nos 

níveis de produção das citocinas, por indivíduos agrupados quanto à sorologia e 

fundoscopia, foram avaliadas pelo teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste de 

Dunn. Nas análises intragrupos, foi avaliado pelo teste Mann-Whitney se havia 
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diferença significativa de produção entre duas faixas etárias selecionadas para o 

estudo (< 60 ou ≥ 60 anos).  A produção de citocinas foi avaliada ainda em cinco 

faixas etárias (< 40 anos, 40-59 anos, 60-69 anos, 70-79 anos e > 80 anos) pelo 

teste Kruskal-Wallis seguido por Dunn. Para todas as análises valores de p 

inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

 

ESTUDO GENÉTICO 

 

4.6 Extração e quantificação de DNA genômico 

Amostras de DNA de 765 indivíduos foram extraídas utilizando o kit 

comercial DNeasy Blood Tissue (Qiagen), segundo normas do fabricante. O 

DNA foi quantificado por espectrofotometria, utilizando o NanoDrop ND-1000 

Spectrophotometer (Thermo Scientific). Amplificação do gene da β-globina foi 

realizada para avaliar a integridade do DNA genômico pós-extração, sendo 

obtido um fragmento de 365pb. Para isso, foi feita uma PCR Touchdown com 

temperatura de anelamento variando entre 63ºC a 56ºC (decréscimo de 

0,5ºC/ciclo). Em cada reação, com volume final de 25µL, foram utilizados 5µL 

de DNA (5ng/µL), 1µL do primer forward (10mM) e 1µL do primer reverse 

(10mM), 12,05µL de água ultrapura, 0,75µL de MgCl2 (50mM), 2,5µL de 

tampão 10X (200mM de Tris-HCl, pH 8,0 e 500mM de KCl), 0,2µL de Taq DNA 

Polimerase (5U/µL) e 2,5µL de dNTPs (2mM). A visualização dos produtos da 

PCR Touchdown foi feita por meio de gel de agarose a 2% em tampão TBE 1X 

(0,44M Tris-HCL; 0,44M H3BO3; 10mM EDTA) e aquecida até a completa 

dissolução. Para cada 100mL de gel de agarose, foi acrescentado 2µL de 

brometo de etídio (10µg/ml). Dois microlitros de amostras previamente 

misturadas a 6µL de corante (6X Cresol-Red) foram aplicados ao gel 

solidificado e submetidos à voltagem de 120V, por 60 min. As imagens foram 

obtidas pelo fotodocumentador Luminescent Image Analyzer (GE) utilizando o 

software Image Quant LAS 4000 (GE). 

 

4.7 Seleção dos SNPs  

Amostras de DNA de 406 indivíduos foram genotipadas para 12 SNPs 

presentes nos genes IFNG, IL13 e CXCL10 (Quadro 3). A seleção de SNPs foi 

realizada baseada em pesquisas de polimorfismos na literatura científica e 
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através da base de dados HapMap (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). Utilizou-

se o software Haploview 4.2 (Barrett et al., 2005) para checar desequilíbrio de 

ligação (DL) entre os SNPs selecionados, sendo que SNPs com MAF (Minor 

Allele Frequency) menor que 0,05 na população CEU não foram incluídos no 

mapa de DL. Mapas de DL de SNPs presentes nos genes IFNG, IL13 e 

CXCL10 são mostrados abaixo (Figuras 2, 3 e 4, respectivamente). Alguns 

SNPs presentes nos genes candidatos foram selecionados apenas com base 

na literatura científica, devido à ausência de dados disponíveis sobre valores 

de r2 no banco de dados HapMap. 

 

Quadro 3: Polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) selecionados nos genes 

IFNG, IL13 e CXCL10. 

SNP Posição no cromossomo1 Localização do SNP Alelo 1 Alelo 2 

IFNG (forward strand Chr 12q14) 

IFNG_rs2069718 68550162 Intron 3 G A 

IFNG_rs3181035 68546396 Intron T C 

IFNG_rs1861493 68551196 Intron 3 A G 

IFNG_rs2430561 68552522 Intron 1 T A 

IFNG_rs2069705 68555011 Região Promotora C T 

IL13 (forward strand Chr 5q23.3) 

IL13_rs1295687 131994462 Intron 1 G C 

IL13_rs1800925 131992809 Região Promotora C T 

IL13_rs7719175 131986463 Região Promotora T G 

IL13_rs3091307 131989136 Região Promotora A G 

CXCL10 (forward strand Chr 4q21) 

CXCL10_rs3921 76942943 3'UTR C G 

CXCL10_rs4256246 76945522 Região Promotora G A 

CXCL10_rs4508917 76946097 Região Promotora A G 
1
Localização do SNP retirada do banco de dados Ensembl.  
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Figura 2: Mapa de desequilíbrio de ligação da população CEU para SNPs do 

gene IFNG obtidos pelo software Haploview a partir da base de dados 

Hapmap. Valores r2 (x100) estão indicados nos quadrados da matriz: quadrado 

preto indica r2 = 1; branco, r2 = 0; tons de cinza, r2 com valores intermediários 

(0 <r2 <1). Quadros vermelhos indicam SNPs selecionados para o estudo. 

 

Figura 3: Mapa de desequilíbrio de ligação da população CEU para SNPs do 

gene IL13 obtidos pelo software Haploview a partir da base de dados Hapmap. 

Valores r2 (x100) estão indicados nos quadrados da matriz: quadrado preto 

indica r2=1; branco, r2=0; tons de cinza, r2 com valores intermediários (0<r2<1). 

Quadros vermelhos indicam SNPs selecionados para o estudo. 
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Figura 4: Mapa de desequilíbrio de ligação da população CEU para SNPs do 

gene CXCL10 obtidos pelo software Haploview a partir da base de dados 

Hapmap. Valores r2 (x100) estão indicados nos quadrados da matriz: quadrado 

preto indica r2=1; branco, r2=0; tons de cinza, r2 com valores intermediários 

(0<r2<1). Quadros vermelhos indicam SNPs selecionados para o estudo. 

 

4.8 Genotipagem 

No presente estudo 12 SNPs em genes candidatos foram genotipados 

pela empresa LGC Genomics, utilizando a metodologia KASP™ (Kompetitive 

Alelle Specific PCR), patenteada pela empresa.  

Basicamente, neste ensaio a discriminação alélica é feita através do 

anelamento de 2 primers alelo-específicos com sequência distintas na cauda o 

que determinará a ligação de oligonucleotídeos marcados com corantes 

reporter diferentes (FAM® dye ou HEX® dye) (Figura 5). Os oligonucleotídeos 

marcados contêm um corante reporter fluorescente na extremidade 5’ e na 

extremidade 3’ da fita complementar tem um corante quencher (silenciador). 

Assim, no oligonucleotídeo dupla fita a proximidade do quencher absorve a 

fluorencência emitida pelo corante repórter. Porém, se a sequência alvo 

complementar a este oligonucleotídeo estiver presente na fita molde, este se 
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anela ao DNA, separando o corante reporter do corante quencher, resultando 

num aumento da intensidade de fluorencência pelo reporter (Figura 5). O tipo 

de fluorescência emitido é determinado pela ligação dos primers alelos 

específicos, os quais têm caldas distintas que servem de molde para fita 

complementar a um oligonucleotídeo marcado com fluoróforos distintos (FAM® 

dye ou HEX® dye). 

 

4.9 Análise da frequência alélica na população de Campos dos 

Goytacazes 

As frequências alélicas apresentadas pelos SNPs presentes nos genes 

candidatos foram calculadas por meio de planilha customizada no software 

Microsoft Excel. Nesta análise, especificamente, foram utilizadas amostras de 

765 indivíduos residentes em Campos dos Goytacazes/RJ. A fim de avaliar o 

perfil genético predominante na população de Campos, as frequências alélicas 

obtidas nesta população foram comparadas às frequências de uma população 

com ascendência europeia ocidental ou nórdica, moradores de Utah (CEU) e 

com os Iorubás africanos, moradores de Ibadan/Nigéria (YRI). As informações 

das populações CEU e YRI foram obtidas na base de dados NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). 

 

4.10 Análises estatísticas  

A frequência alélica e genotípica em casos e controles foi comparada 

entre 3 grupos de análise (Quadro 4), usando o teste do 2. O software utilizado 

para estas análises foi GraphPad Prism 4. Este software foi utilizado também 

para o cálculo da razão de chance (odds ratio - OR) dentro de um intervalo de 

confiança (IC) de 95% entre grupos de indivíduos apresentando diferentes 

fenótipos clínicos de lesão ocular. Devido à realização de múltiplos testes 

dentro de um mesmo cromossomo para o mesmo grupo de amostras, foi 

aplicado o método de Bonferroni para correção do valor de p. Para os SNPs do 

gene IFNG o valor de p obtido nas análises foi multiplicado por 5, para SNPs 

do gene IL13 o valor de p foi multiplicado por 4 e para SNPs do gene CXCL10 

o valor de p foi multiplicado por 3.  

Genótipos do grupo controle (indivíduos soropositivos para T. gondii sem 

presença de cicatrizes de lesões oculares) foram usados para teste do 
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equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) para cada SNPs, calculados a partir de 

uma planilha customizada no software Microsoft Excel. Desvio do equilíbrio era 

considerado se valores de p fossem menores que 0,05.  

 

 

Figura 5: Esquema representativo do ensaio KASP™ (LCG GENOMICS). 
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Quadro 4: Grupo de análises dos indivíduos infectados por Toxoplasma gondii 

segundo perfil clínico obtido por exames oftalmológicos. 

Grupos de Análises Controles versus Casos 

G1 SL1 versus tipo A2 

G2 SL1 versus tipo B3 

G3 SL1 versus tipo C4 

1
Indivíduos soropositivos para T. gondii sem cicatrizes de lesão ocular. 

2,3,4
Indivíduos soropositivos para T. gondii com cicatrizes de lesão ocular classificadas 

respectivamente como tipo A, tipo B ou tipo C. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Perfil da população de estudo quanto a detecção de anticorpos 

IgG anti-Toxoplasma gondii e exames oftalmológicos 

Sorologia (detecção de anticorpos IgG contra T.  gondii) foi realizada na 

população de estudo, provenientes de domicílios localizados em áreas 

previamente estudadas (n=254), do hemocentro municipal, situado no Hospital 

Ferreira Machado (n=447), de um asilo municipal chamado Asilo do Carmo 

(n=18) e do projeto Terceira Idade em Ação/UENF (n=46). Foram também 

realizados exames oftalmológicos. Contudo, parte dos voluntários não aderiu ao 

projeto quando solicitados para realização do exame de fundo do olho.   

No total, 765 indivíduos realizaram testes sorológicos, sendo 171 

soronegativos e 594 soropositivos para toxoplasmose. Dos 594 soropositivos 

obtivemos o retorno de 406 indivíduos para os exames oftalmológicos, sendo a 

taxa de perda de 32%, se considerarmos apenas os indivíduos soropositivos. 

Quanto à fundoscopia, 271 indivíduos não apresentaram cicatrizes de lesão 

ocular e 135 apresentaram cicatrizes de lesão decorrente da infecção por T. 

gondii, com diferentes graus de severidade (Quadro 5).  

Quadro 5: Perfil da população de estudo quanto à sorologia para 

toxoplasmose e fundoscopia. 

Sorologia para 

toxoplasmose 
Fundoscopia 

 
Perfil clínico N % Tipo da cicatriz 

Soronegativos Sem lesão 171 22,35 
 

Soropositivos 

Sem lesão 271 35,42 
 

Com lesão 

49 6,41  A1 

36 4,71  B2 

50 6,54 C 

Sem fundoscopia 188 24,58 
  

Total 
 

765 100 
 

1
No grupo com cicatrizes de lesão tipo A foram incluídos indivíduos com apenas cicatrizes de 

lesão A (n=22) e indivíduos com cicatrizes de múltiplas lesões: tipo AB (n=12), ABC (n=12) e 
AC (n=3), totalizando os 49 indivíduos mostrados da tabela.   
2
No grupo com cicatrizes de lesão tipo B foram incluídos indivíduos com apenas cicatrizes de 

lesão B (n=28) e indivíduos com cicatrizes de lesões múltiplas tipo BC (n=8), totalizando os 36 
indivíduos mostrados da tabela. 
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Vale ressaltar a alta soroprevalência para toxoplasmose encontrada 

entre doadores de sangue abordados aleatoriamente no Hemocentro do 

Hospital Ferreira Machado. Num total de 447 indivíduos, 320 indivíduos 

apresentaram sorologia positiva, o que representa 71,6% dos doadores de 

sangue voluntários do projeto. Exames fundoscópicos revelaram alta 

prevalência de doença ocular: 21% entre os doadores que apresentaram 

sorologia positiva e retornaram para realização dos exames de fundo de olho 

(Figura 6).  

 

 

Figura 6: Perfil dos doadores de sangue em Campos dos Goytacazes/RJ 

quanto à sorologia para toxoplasmose e fundoscopia. A: Status sorológico dos 

indivíduos. Neg: indivíduos soronegativos para toxoplasmose e Pos: indivíduos 

soropositivos para toxoplasmose; B: Prevalência da doença ocular. SL: 

indivíduos soropositivos sem cicatrizes de lesão ocular e CL: indivíduos 

soropositivos com cicatrizes de lesão ocular; C: Classificação das lesões 

oculares. A: indivíduos que apresentam cicatriz de lesão tipo A; B: indivíduos 

com cicatrizes de lesão tipo B e C indivíduos que apresentam cicatrizes de 

lesão tipo C. 

 

5.2 Produção das citocinas IFN- e IL-13   

Para o estudo imunológico, células de amostras do sangue periférico 

provenientes de 16 indivíduos não infectados por T. gondii e de 103 indivíduos 

infectados foram mantidas em cultura na presença ou ausência de estímulo 

antigênico específico (STAg). No sexto dia, as citocinas IFN- e IL-13 foram 

dosadas no sobrenadante da cultura.   
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5.2.1 Comparação da produção de citocinas entre grupos de 

indivíduos soronegativos e soropositivos para Toxoplasma gondii com 

presença ou ausência de cicatrizes de lesão ocular 

As dosagens de citocinas em sobrenadantes do sexto dia de células 

sanguíneas em cultura mostraram que, sob estímulo de STAg, células 

provenientes de indivíduos soropositivos para T. gondii, independente da 

presença de cicatrizes de lesão ocular, apresentaram significativamente maior 

produção de IFN- (Figura 7A) e de IL-13 (Figura 7B) do que os indivíduos 

soronegativos. A razão entre os níveis de ambas as citocinas (IFN-/IL-13) foi 

calculado e também revelou diferença significativa entre indivíduos negativos e 

os indivíduos com presença ou ausência de cicatrizes de lesão ocular (Figura 

7C).  

 

Figura 7: Produção de IFN- e IL-13 em sobrenadantes de células sanguíneas 

de indivíduos soronegativos para toxoplasmose (Neg), soropositivos sem 

cicatrizes de lesão ocular (SL) e soropositivos com presença de cicatrizes de 

lesão (CL), após estímulo por STAg. A: Produção de IFN-; B: Produção de IL-

13; C: Razão entre os níveis de IFN- e IL-13. Barras representam as medianas 

das dosagens obtidas. O símbolo *** indica que níveis de produção foram 

estatisticamente diferentes (p<0,001; teste Kruskal-Wallis e teste de Dunn). 
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A produção de citocinas IFN- e de IL-13 por culturas celulares que não 

receberam STAg (grupo controle) foi inferior a 6 pg/mL e 3,5 pg/mL, 

respectivamente, não apresentando diferença significativa entre os grupos de 

análise (dados não mostrados). 

 

5.2.2 Comparação da produção de citocinas entre grupos de 

indivíduos soropositivos para Toxoplasma gondii sem cicatrizes de lesão 

ocular e com cicatrizes do tipo A, B ou C 

 Nesta análise, os indivíduos soropositivos para toxoplasmose que 

apresentaram cicatrizes de lesão ocular foram desmembrados em 3 grupos: 

grupo com cicatriz do tipo A, do tipo B ou do tipo C, sendo comparados com 

indivíduos soropositivos sem lesão ocular. Indivíduos que apresentaram cicatrizes 

decorrentes de lesões múltiplas foram agrupados considerando a lesão mais 

severa. 

 Os resultados indicam que os grupos de indivíduos com cicatrizes do tipo 

A e do tipo B apresentam maior produção da citocina IFN- do que indivíduos 

com cicatrizes de lesão C ou sem lesão, embora sem significância estatística 

(Figura 8A). O grupo com cicatriz do tipo A apresentou novamente maior 

produção, quando avaliados os níveis de IL-13, sendo estatisticamente diferente 

do grupo com cicatriz do tipo C, o qual apresentou menor produção (Figura 8B). 

Para esta citocina, porém, o grupo com cicatrizes do tipo B, não apresentou alta 

produção como para o IFN- (Figura 8B). Quando calculada a razão entre as 

duas citocinas, observou-se que o grupo com cicatrizes do tipo B apresentou o 

maior nível de IFN- em relação ao IL-13 (alta razão IFN-/IL-13), embora sem 

significância estatística (Figura 8C). 

 

5.2.3 Comparação da produção de citocinas entre indivíduos 

soropositivos para Toxoplasma gondii sem cicatrizes de lesão ocular e 

com cicatrizes do tipo A, B ou C, agrupados por faixa etária 

 Foi investigado, inicialmente se o nível de produção das citocinas IFN- e 

IL-13 era influenciado pela idade. Para isto foram dosadas as citocinas 

produzidas, sob estímulo de STAg, por células sanguíneas de indivíduos 

soropositivos para toxoplasmose, independente da presença de lesão ocular 

agrupados em 5 faixas etárias: < 40 anos, 40-59 anos, 60-69 anos, 70-79 anos e 
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> 80 anos (Figura 9A e 9B). Observou-se que há um decréscimo na produção de 

citocinas com a idade. Para a citocina IFN-, foi visto que os indivíduos mais 

velhos (> 80 anos) apresentaram produção significativamente menor quando 

comparados a indivíduos com menos de 40 anos ou com idade entre 40 e 59 

anos (Figura 9A). Os indivíduos com menos de 40 anos produziram 

significativamente mais IFN- também que os indivíduos agrupados na faixa entre 

70-79 anos (Figura 9A). Quanto à citocina IL-13 também houve queda na 

produção relacionada à idade, porém a partir dos 69 anos não foi observado 

decréscimo na produção (Figura 9B). Os indivíduos alocados na faixa etária entre 

60-69 anos produziram significativamente menos IL-13 que indivíduos com 

menos de 40 anos e com idade entre 40-50 anos (Figura 9B).  

 

Figura 8: Produção de IFN- e IL-13 em sobrenadantes de células sanguíneas 

de indivíduos soropositivos sem cicatrizes de lesão ocular (SL) e soropositivos 

com presença de cicatrizes de lesão tipo A, tipo B ou do tipo C, após estímulo 

por STAg. A: Produção de IFN-; B: Produção de IL-13; C: Razão entre os níveis 

de IFN- e IL-13. Barras representam as medianas das dosagens obtidas. O 

símbolo * indica que níveis de produção foram estatisticamente diferentes 

(p<0,05; teste Kruskal-Wallis e teste de Dunn). 
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 Análises considerando apenas 2 faixas etárias também foram realizadas, a 

fim de se aumentar o número amostral dentro de cada faixa etária. Neste caso, 

os indivíduos foram alocados em grupos com menos de 60 anos (< 60) e com 60 

anos ou mais (≥ 60). Diferença significativa na produção foi observada para 

ambas as citocinas, sendo os níveis de IFN- e IL-13 maiores no grupo com 

menos de 60 anos (Figura 9C e 9D).  

 Para análise de associação da produção de citocinas à doença ocular 

toxoplásmica, os indivíduos soropositivos para toxoplasmose sem cicatrizes de 

lesão ocular ou com cicatrizes de lesão tipo A, B ou C foram agrupados quanto à 

faixa etária em indivíduos com menos de 60 anos (< 60) ou indivíduos com idade 

a partir de 60 anos (≥ 60). O uso de duas faixas etárias foi selecionado, pois o 

desmembramento dos indivíduos em grupos de lesões inviabiliza o uso do 

agrupamento em 5 faixas etárias, uma vez que não se teria número suficiente de 

indivíduos em cada grupo de análise.  Neste caso, além das comparações entre 

grupos de indivíduos apresentando diferentes níveis de severidade das lesões 

(comparações intergrupos), foram feitas comparações dentro de um mesmo 

grupo de lesão com indivíduos separados pela faixa etária (comparações 

intragrupos). 

 Foi visto que, independente da citocina avaliada, os indivíduos mais jovens 

(< 60 anos) apresentaram maiores níveis destas moléculas, sendo a diferença 

significativa no grupo com cicatrizes do tipo C, quando avaliada a produção de 

IFN-, e no grupo sem lesão ocular, para ambas as citocinas (Figura 10A e 10B). 

 Quanto à comparação dos níveis de IFN- entre os diferentes grupos de 

lesões observa-se que a produção é maior no grupo com menos de 60 anos 

apresentando cicatriz do tipo B, embora não haja significância estatística (Figura 

10A).  Já a produção de IL-13 foi maior no grupo de indivíduos apresentando 

cicatriz do tipo A, principalmente nos mais jovens (Figura 10B). 

 O cálculo de razão entre as citocinas mostrou que indivíduos com idade a 

partir dos 60 anos apresentando cicatriz do tipo B tinham a mais alta razão IFN-

/IL-13, seguidos de indivíduos com menos de 60 anos apresentando cicatriz de 

lesão tipo C e do tipo B (Figura 10C). Diferença estatisticamente significativa foi 

observada nos valores de razão IFN-/IL-13 entre as faixas etárias do grupo com 

cicatrizes de lesão tipo C (Figura 10C).  
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Figura 9: Produção de IFN- e IL-13 em sobrenadantes de células sanguíneas 

de indivíduos soropositivos, independente da presença de lesão, agrupados por 

faixa etária, após estímulo por STAg. A: Produção de IFN- em indivíduos 

agrupados em 5 faixas etárias (< 40 anos, 40-59 anos, 60-69 anos, 70-79 anos e 

≥ 80 anos); B: Produção de IL-13 em indivíduos agrupados em 5 faixas etárias (< 

40 anos, 40-59 anos, 60-69 anos, 70-79 anos e > 80 anos); C: Produção de IFN- 

em indivíduos agrupados em 2 faixas etárias (< 60 anos e ≥ 60 anos); D: 

Produção de IL-13 em indivíduos agrupados em 2 faixas etárias (< 60 anos e ≥ 60 

anos). Os símbolos *, ** e *** indicam que níveis de produção foram 

estatisticamente diferentes (p<0,05, p<0,01, p<0,001, respectivamente). Os testes 

estatísticos utilizados para comparação entre as 5 faixas etárias (A e B) foram 

Kruskal-Wallis seguido de Dunn, enquanto o teste aplicado para comparação 

entre 2 faixas etárias (C e D) foi o Mann-Whitney.  
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 Para os indivíduos com cicatrizes do tipo B não foi possível realizar 

comparações entre faixas etárias, pois o grupo a partir de 60 anos tinha apenas 2 

indivíduos, não sendo possível realizar o teste estatístico Mann Whitney. 

 

 

Figura 10: Produção de IFN- e IL-13 em sobrenadantes de células sanguíneas 

de indivíduos soropositivos sem cicatrizes de lesão ocular (SL) e soropositivos 

com presença de cicatrizes de lesão tipo A, B ou C, agrupados quanto a faixa 

etária, após estímulo por STAg. A: Produção de IFN-; B: Produção de IL-13; C: 

Razão entre os níveis de IFN- e IL-13. Barras representam as medianas das 

dosagens obtidas. Os símbolos * e ** indicam que níveis de produção foram 

estatisticamente diferentes (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). Os testes 

estatísticos utilizados foram Kruskal-Wallis seguido de Dunn para comparação 

entre os diferentes grupos de lesões, enquanto para entre faixas etárias dentro de 

um grupo o teste aplicado foi Mann-Whitney.  
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5.3 Comparações entre frequências alélicas das populações de 

Campos dos Goytacazes, CEU e YRI  

Frequências alélicas de 765 indivíduos residentes em Campos dos 

Goytacazes/RJ, incluindo indivíduos soronegativos para toxoplasmose (n=171) 

e indivíduos soropositivos que realizaram (n=406) ou não exames 

oftalmológicos (n=188), foram calculadas para 12 marcadores selecionados 

para este estudo (Tabela 1, 6 e 7). As frequências obtidas na população de 

Campos dos Goytacazes foram, então, comparadas as da população CEU, 

com ascendência europeia e da população YRI, os Iorubás africanos.  

Quanto aos marcadores do gene IFNG (Tabela 1) foi observado que 

para o SNP rs2069718 o alelo G foi o mais frequente (51%) nos indivíduos de 

Campos. Este alelo é o mais frequente também na população CEU (61%) e na 

população YRI tem menor frequência (35%). Para o marcador rs3181035 a 

frequência alélica dos indivíduos de Campos foi intermediária entre as 

populações com ascendência europeia e africana e o alelo mais frequente nas 

três populações foi o alelo C (84%, 96% e 72%, para as populações de 

Campos, CEU e YRI, respectivamente). A população de Campos apresentou 

também frequência intermediária entre CEU e YRI para os marcadores 

rs1861493 e rs2430561. Para o rs1861493 o alelo mais frequente nas três 

populações foi o alelo A, com frequência de 82%, 68% e 96% para as 

populações de Campos, CEU e YRI, respectivamente. O marcador rs2430561 

teve o alelo T como o mais frequente nas 3 populações, o qual apresentou 

frequência de 68%, 57% e 80%, para indivíduos de Campos, CEU e YRI, 

respectivamente. Para o marcador rs2069705 a frequência alélica na 

população de Campos foi muito semelhante a população CEU e alelo T foi o 

mais frequente nas três populações, com frequência de 64%, 62% e 54%, para 

indivíduos de Campos, CEU e YRI, respectivamente (Tabela 1). 
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Tabela 1: Frequências alélicas para SNPs de IFNG obtidas a partir de 

indivíduos de Campos dos Goytacazes, comparadas às frequências alélicas no 

CEU e YRI. 

SNPs IFNG Alelos 

Frequência dos 

alelos em 

Campos/RJ 

Frequência dos 

alelos no CEU1 

Frequência dos 

alelos no YRI2 

rs2069718 
A 0,487 0,390 0,650 

G 0,513 0,610 0,350 

rs3181035 
C 0,844 0,956 0,721 

T 0,156 0,044 0,279 

rs1861493 
A 0,821 0,683 0,958 

G 0,179 0,317 0,042 

rs2430561 
A 0,322 0,433 0,195 

T 0,678 0,567 0,805 

rs2069705 
C 0,362  0,376 0,464 

T 0,638 0,624 0,536 
1
CEU: Moradores de Utah, com ascendência europeia ocidental ou nórdica; 

2
YRI: Moradores de Ibadan, Nigéria. Pertencentes à etnia Iorubá. 

 

Em relação aos SNPs presentes no gene IL13 (Tabela 2) foi observado 

que para os marcadores rs1295687 e rs1800925 a população de Campos tem 

frequência alélica intermediária entre as populações CEU e YRI. Para o 

primeiro marcador o alelo mais frequente nas três populações foi o C, 

apresentando frequência de 85%, 94% e 69% para as populações de Campos, 

CEU e YRI, respectivamente. O SNP rs1800925 teve como alelo mais 

frequente em todas as populações supracitadas o alelo C, com frequência de 

75%, 82% e 52% nas populações de Campos, CEU e YRI. O marcador 

rs7719175 tem o alelo T como o mais frequente nas populações de Campos e 

YRI, e na população CEU este alelo está fixado (100% de frequência). A 

frequência na população de Campos também foi muito alta (98%) e a 

população YRI apresentou frequência de 77% para o alelo T. Para o SNP 

rs3091307 o alelo A foi o mais frequente na população de Campos e CEU, 64% 

e 78%, respectivamente. Na população YRI este alelo A foi o menos frequente 

(25%) e o alelo G o mais frequente (75%) (Tabela 2). 
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Tabela 2: Frequências alélicas para SNPs de IL13 obtidas a partir de 

indivíduos de Campos dos Goytacazes, comparadas às frequências alélicas no 

CEU e YRI. 

SNPs IL13 Alelos 

Frequência dos 

alelos em 

Campos/RJ 

Frequência dos 

alelos no CEU1 

Frequência dos 

alelos no YRI2 

rs1295687 
C 0,853 0,938 0,686 

G 0,147 0,062 0,314 

rs1800925 
C 0,755 0,825 0,517 

T 0,245 0,175 0,483 

rs7719175 
G 0,024 0,000 0,230 

T 0,976 1,000 0,770 

rs3091307 
A 0,641 0,783 0,250 

G 0,359 0,217 0,750 
1
CEU: Moradores de Utah, com ascendência europeia ocidental ou nórdica; 

2
YRI: Moradores de Ibadan, Nigéria. Pertencentes à etnia Iorubá. 

 

 A frequência alélica para o marcador rs3921 do gene CXCL10 (Tabela 

3) foi muito semelhante entre a população de Campos e a população YRI, 

sendo o alelo C o mais comum, com frequência de 67% e 69% nas populações 

de Campos e YRI, respectivamente. Na população CEU o alelo C foi o menos 

frequente (48%) e o alelo G foi o mais frequente (52%). Para o marcador 

rs4256246 o alelo G foi o mais frequente nas três populações, sendo que a 

frequência alélica da população de Campos foi mais próxima a população CEU. 

As frequências para o alelo G foram 89%, 85% e 99% para as populações de 

Campos, CEU e YRI, respectivamente. Quanto ao SNP rs4508917 foi visto que 

o alelo A foi o mais frequente nas três populações e a população de Campos 

apresentou a frequência mais baixa para este alelo quando comparada as 

outras duas. As frequências para o alelo A foram 68%, 77% e 79% para as 

populações de Campos, CEU e YRI, respectivamente (Tabela 3). 
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Tabela 3: Frequências alélicas para SNPs de CXCL10 obtidas a partir de 

indivíduos de Campos dos Goytacazes, comparadas às frequências alélicas no 

CEU e YRI. 

SNPs 

CXCL10 
Alelos 

Frequência dos 

alelos em 

Campos/RJ 

Frequência dos 

alelos no CEU1 

Frequência dos 

alelos no YRI2 

rs3921 
C 0,669 0,482 0,690 

G 0,331 0,518 0,310 

rs4256246 
A 0,115 0,153 0,008 

G 0,885 0,847 0,992 

rs4508917 
A 0,684 0,767 0,792 

G 0,316 0,233 0,208 
1
CEU: Moradores de Utah, com ascendência europeia ocidental ou nórdica; 

2
YRI: Moradores de Ibadan, Nigéria. Pertencentes à etnia Iorubá. 

 

5.4 Estudo de associação genética com SNPs dos genes IFNG, IL13 

e CXCL10 

Para as análises de associação genética foram utilizados os genótipos 

de indivíduos soropositivos para toxoplasmose que realizaram exames 

oftalmológicos (n=406), sendo que destes 271 não apresentaram cicatrizes de 

lesão ocular (controles) e 132 apresentaram cicatrizes de lesão decorrente da 

infecção por T. gondii (casos).  

As frequências alélicas e genotípicas dos grupos soropositivos para 

toxoplasmose exibindo cicatrizes de lesões do tipo A, B ou C foram 

comparadas as frequências do grupo soropositivo sem lesão ocular (controle) a 

fim de se investigar a influência de polimorfismos de nucleotídeo único na 

propensão ao desenvolvimento da forma ocular da toxoplasmose e sua 

correlação com os diferentes tipos de lesões toxoplásmicas. 

Observou-se diferença significativa, para o gene IFNG, na frequência 

genotípica do SNP rs2069718 (p=0,024) entre indivíduos portadores de 

cicatrizes de lesão A e indivíduos sem lesão ocular (controles) (Tabela 4). A 

diferença da frequência dos genótipos AG versus GG entre afetados e controle 

se manteve significativa mesmo após a correção de Bonferroni (pcorrigido=0,035), 

sendo o genótipo homozigoto mais frequente no grupo afetado (Tabela 5 e 

Figura 11A). A presença do genótipo GG estava associada a uma 
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probabilidade 2,3 vezes superior de desenvolver lesões oculares do tipo A 

comparados com genótipos AA e AG, sendo esta diferença significativa mesmo 

após correção de Bonferroni (OR=2,3; pcorrigido=0,04) (Tabela 5). Inversamente, 

a presença do alelo A em homozigose ou heterozigose parece ser protetora: a 

probabilidade de indivíduos carreando o alelo A (AA+AG) de desenvolverem 

lesões do tipo A é aproximadamente 60% menor do que indivíduos com 

genótipo GG (OR=0,43; pcorrigido=0,04). O efeito protetor do alelo A é dominante, 

enquanto o aumento da susceptibilidade associado ao alelo G tem caráter 

recessivo (Tabela 5).  

Para o marcador rs3181035 do gene IFNG observou-se diferença 

significativa na frequência genotípica (p=0,048) e alélica (p=0,013) entre 

indivíduos portadores de cicatrizes de lesão C e indivíduos controle sem lesão 

ocular (Tabela 4). O alelo T foi significativamente mais frequente (p=0,013) nos 

indivíduos com lesão tipo C do que no grupo controle (Tabela 6 e Figura 11D). 

A presença deste alelo em homozigose ou heterozigose está associado a uma 

probabilidade 2 vezes maior de desenvolver lesão tipo C (OR=2,1; p=0,015), 

enquanto a presença do alelo C em homozigose parece conferir proteção 

(OR=0,47; p=0,015). O efeito protetor do alelo C é recessivo e o fenótipo 

"susceptibilidade aumentada" do alelo T é dominante (Tabela 6).  

O marcador rs1861493 do gene IFNG apresentou diferença significativa 

na frequência alélica (p=0,003) e genotípica (p=0,016) entre indivíduos 

portadores de cicatrizes de lesão C e indivíduos soropositivos sem lesão ocular 

(grupo controle) sendo a diferença na frequência alélica significativa mesmo 

após correção de Bonferroni (p=0,015) (Tabela 4). O genótipo AA e o alelo A 

foram os mais frequentes no grupo com lesão C (Figura 11E e 11F, 

respectivamente). A presença do genótipo AA estava associada a uma 

probabilidade 3,4 vezes superior de desenvolver lesões oculares do tipo C 

comparados com a presença de genótipos GG e AG, sendo esta diferença 

significativa mesmo após correção de Bonferroni (OR=3,38; pcorrigido=0,025) 

(Tabela 7). Inversamente, a presença do alelo G em homozigose ou 

heterozigose parece ser protetora, sendo que a probabilidade de indivíduos 

carreando o alelo G (GG+AG) de desenvolverem lesões do tipo C é 70% menor 

do que indivíduos com genótipo GG (OR=0,29; pcorrigido=0,025). É possível que 

o efeito protetor do alelo G seja dominante, enquanto o aumento da 
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susceptibilidade associado ao alelo A tenha caráter recessivo (Tabela 7). Para 

os demais SNPs presentes no gene IFNG avaliados nesse estudo (rs2430561 

e rs2069705) não foi observada significância estatística entre grupos de 

indivíduos acometidos por doença ocular toxoplásmica e indivíduos controles 

(Tabela 4 e Figura 12). As frequências observadas para os genótipos de todos 

os 5 SNPS não diferiu das frequências esperadas pelo equilíbrio de Hardy-

Weinberg (p>0,05) no grupo controle (Tabela 4). 

 

Tabela 4: Análises de associação genética entre SNPs selecionados no gene 

de IFNG e manifestação ocular da toxoplasmose. 

SNP IFNG  
Grupos 

análises 

Valor de p             

Teste 2 
  

Valor de p (x5)           

Bonferroni 
  

 EHW            

(grupo controle) 

  
Alelo Genótipo 

 
Alelo Genótipo 

  

rs2069718 

G1 0,082 0,024 
 

0,41 0,12 
 

0,27 G2 0,702 0,863 
 

3,51 4,315 
 

G3 0,801 0,249   4,01 1,245   

rs3181035 

G1 0,902 0,393 
 

4,51 1,965 
 

0,56 G2 0,675 0,393 
 

3,375 1,965 
 

G3 0,013 0,048   0,065 0,24   

rs1861493 

G1 0,096 0,257 
 

0,48 1,285 
 

0,34 G2 0,401 0,389 
 

2,005 1,945 
 

G3 0,003 0,016   0,015 0,08   

rs2430561 

G1 0,697 0,922 
 

3,485 4,61 
 

0,62 G2 0,656 0,902 
 

3,28 4,51 
 

G3 0,239 0,438   1,195 2,19   

rs2069705 

G1 0,229 0,253 
 

1,145 1,265 
 

0,24 G2 0,509 0,772 
 

2,545 3,86 
 

G3 0,083 0,096   0,415 0,48   

Nota: valor de p com significância estatística em negrito (p<0,05). 
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Tabela 5: Distribuição alélica e genotípica em indivíduos com cicatrizes de 

lesão A e indivíduos soropositivos sem lesão (controle) para SNP 

IFNG_rs2069718. 

  

Lesão A 

(n=49) 

Controle 

(n=266) p 
p (x5) 

Bonferroni 
Odds Ratio IC (95%) 

n % n % 

AA 11 22 63 24 0,126 0,63 0,532 0,235 - 1,204 

AG 18 37 142 53 0,007 0,035 0,387 0,191 - 0,782 

GG 20 41 61 23     1   

A 40 41 268 50 
0,082  0,41 

0,679 0,439 - 1,05 

G 58 59 264 50 1 
 

GG + AG 38 78 203 76 
0,85 4,25 

1,072 0,517 - 2,221 

AA 11 22 63 24 0,933 0,45- 1,932 

GG 20 41 61 23 
0,008 0,04 

2,318 1,225 - 4,385 

AA + AG 29 59 205 77 0,431 0,228 - 0,816 

Nota: valor de p com significância estatística em negrito (p<0,05). 

 

Tabela 6: Distribuição alélica e genotípica em indivíduos com cicatrizes de 

lesão C e indivíduos soropositivos sem lesão (controle) para SNP 

IFNG_rs3181035. 

  

Lesão C 

(n=50) 

Controle 

(n=269) p 
p (x5) 

Bonferroni 
Odds Ratio IC (95%) 

n % n % 

CC 27 54 192 71     1   

CT 20 40 69 26 0,025 0,125 2,061 1,086 - 3,911 

TT 3 6 8 3 0,151 0,755 2,667 0,666 - 10,67 

C 74 74 453 84 
0,013 0,065 

0,534 0,323 - 0,883 

T 26 26 85 16 1 
 

TT + CT 23 46 77 29 
0,015 0,075 

2,124 1,147 - 3,933 

CC 27 54 192 71 0,471 0,254 - 0,872 

TT 3 6 8 3 
0,281 1,405 

2,082 0,533 - 8,14 

CC + CT 47 94 261 97 0,480 0,123 - 1,878 

Nota: valor de p com significância estatística em negrito (p<0,05). 
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Tabela 7: Distribuição alélica e genotípica em indivíduos com cicatrizes de 

lesão C e indivíduos soropositivos sem lesão (controle) para SNP 

IFNG_rs1861493. 

  

Lesão C 

(n=49) 

Controle 

(n=265) p 
p (x5) 

Bonferroni 
Odds Ratio IC (95%) 

n % n % 

AA 43 88 180 68     1   

AG 6 12 74 28 0,014 0,07 0,339 0,138 - 0,832 

GG 0 0 11 4 0,107 0,535 0,18 0,010 - 3,123 

A 92 94 434 82 
0,003 0,015 

3,392 1,442 - 7,976 

G 6 6 96 18 1 
 

AA + AG 49 100 254 96 
0,146 0,73 

4,473 0,259 - 77,22 

GG 0 0 11 4 0,223 0,013 - 3,859 

AA 43 88 180 68 
0,005 0,025 

3,384 1,386 - 8,262 

GG + AG 6 12 85 32 0,295 0,121 - 0,721 

Nota: valor de p com significância estatística em negrito (p<0,05). 

 

Quanto ao gene IL13 foi observada significância para 2 SNPs avaliados 

neste estudo. O marcador rs1295687 apresentou diferença significativa na 

frequência genotípica (p=0,006) e alélica (p=0,018) entre indivíduos portadores 

de cicatrizes de lesão B e indivíduos controle sem lesão ocular (Tabela 8). A 

diferença na frequência alélica entre esses grupos se manteve significativa 

mesmo após correção de Bonferroni (p=0,024) (Tabela 8). Os genótipos CC e 

CG e o alelo C foram os mais frequente no grupo com lesão B (Figura 13A e 

13B, respectivamente). A presença do genótipo CC estava associado a uma 

probabilidade aproximadamente 6 vezes maior de desenvolver lesões oculares 

do tipo B quando comparado com a presença do genótipo GG, sendo esta 

diferença significativa mesmo após correção de Bonferroni (OR=5,8; 

pcorrigido=0,04) (Tabela 9). A susceptibilidade do heterozigoto CG é intermediária 

(OR=1,943), um indício que há ausência de dominância. Já a presença do 

genótipo GG confere proteção à doença ocular.  
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Figura 11: Frequência genotípica e alélica dos SNPs IFNG rs2069718, 

rs3181035 e rs1861493 em grupos de indivíduos soropositivos para 

toxoplasmose portadores de diferentes fenótipos da lesão ocular (A, B ou C) e 

soropositivos para toxoplasmose não portadores de lesão (controle). A e B: 

frequência genotípica e alélica do SNP rs2069718, respectivamente; C e D: 

frequência genotípica e alélica do SNP rs3181035, respectivamente; E e F: 

frequência genotípica e alélica do SNP rs1861493, respectivamente. Os 

símbolos * e ** indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05 e p<0,01, 

respectivamente; teste 2). 
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Figura 12: Frequência genotípica e alélica dos SNPs IFNG rs2430561 e 

rs2069705 em grupos de indivíduos soropositivos para toxoplasmose 

portadores de diferentes fenótipos da lesão ocular (A, B ou C) e soropositivos 

para toxoplasmose não portadores de lesão (controle). A e B: frequência 

genotípica e alélica do SNP rs2430561, respectivamente; C: e D: frequência 

genotípica e alélica do SNP rs2069705, respectivamente. 

 

Para o marcador rs7719175 do gene IL13 observou-se diferença 

significativa na frequência alélica (p=0,013) entre indivíduos portadores de 

cicatrizes de lesão B e indivíduos controle sem lesão ocular, sendo esta 

significância mantida após correção de Bonferroni (p=0,016) (Tabela 8). Não foi 

possível, porém, verificar o possível efeito de homozigose GG, uma vez que 

este genótipo não foi encontrado na população de estudo. O genótipo GT e o 

alelo G foram significativamente mais frequentes nos indivíduos com lesão tipo 

B do que no grupo controle (Figura 14A e 14B, respectivamente). A presença 

do alelo G estava associada a uma probabilidade 4,4 vezes maior de 

desenvolver lesão tipo B (OR=4,36; pcorrigido=0,012), enquanto a presença do 
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alelo T em homozigose conferiu redução da chance de desenvolver lesão B em 

aproximadamente 80% (OR=0,23; pcorrigido=0,012) (Tabela 10).  

Para os demais SNPs avaliados presentes no gene IL13 (rs1800925 e 

rs3091307) não foi observada significância estatística entre grupos de 

indivíduos acometidos por doença ocular toxoplásmica e indivíduos controles 

(Tabela 8 e Figura 13 e 14). As frequências observadas para os genótipos de 

todos os 4 SNPS não diferiu das frequências esperadas pelo equilíbrio de 

Hardy-Weinberg (p>0,05) no grupo controle (Tabela 8). 

 

Tabela 8: Análises de associação genética entre SNPs selecionados no gene 

de IL13 e manifestação ocular da toxoplasmose. 

SNP IL13 
Grupos 

análises 

Valor de p             

Teste 
2 

  
Valor de p (x4)         

Bonferroni 
  

 EHW            

(grupo controle) 

  
Alelo Genótipo 

 
Alelo Genótipo 

  

rs1295687 

G1 0,945 0,996 
 

3,78 3,984 
 

0,81 G2 0,006 0,018 
 

0,024 0,072 
 

G3 0,422 0,223   1,688 0,892   

rs1800925 

G1 0,626 0,717 
 

2,504 2,868 
 

0,85 G2 0,96 0,963 
 

3,84 3,852 
 

G3 0,629 0,731   2,516 2,924   

rs7719175 

G1 0,427 *** 
 

1,708 *** 
 

0,71 G2 0,004 *** 
 

0,016 *** 
 

G3 0,891 ***   3,564 ***   

rs3091307 

G1 0,728 0,946 
 

2,912 3,784 
 

0,07 G2 0,887 0,61 
 

3,548 2,44 
 

G3 0,471 0,572   1,884 2,288   

Nota: ***não foi possível calcular o 
2
 

Valor de p com significância estatística em negrito (p<0,05) 
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Tabela 9: Distribuição alélica e genotípica em indivíduos com cicatrizes de 

lesão B e indivíduos soropositivos sem lesão (controle) para SNP 

IL13_rs1295687. 

  

Lesão B 

(n=36) 

Controle 

(n=269) p 
p (x4) 

Bonferroni 
Odds Ratio IC (95%) 

n % n % 

CC 3 8 5 2 0,01 0,04 5,829 1,30 - 26,14 

CG 12 33 60 22 0,085 0,34 1,943 0,903 - 4,178 

GG 21 58 204 76     1   

C 18 25 70 13 
0,006 0,024 

2,229 1,236 - 4,019 

G 54 75 468 87 1 
 

CC + CG 15 42 65 24 
0,025 0,1 

2,242 1,092 - 4,602 

GG 21 58 204 76 0,446 0,217 - 0,916 

CC 3 8 5 2 
0,022 0,088 

4,800 1,096 - 21, 02 

CG + GG 33 92 264 98 0,208 0,048 - 0,912 

Nota: valor de p com significância estatística em negrito (p<0,05). 

 

Tabela 10: Distribuição alélica e genotípica em indivíduos com cicatrizes de 

lesão B e indivíduos soropositivos sem lesão (controle) para SNP 

IL13_rs7719175. 

  

Lesão B 

(n=35) 

Controle 

(n=265) p 
p (x4) 

Bonferroni 
Odds Ratio IC (95%) 

n % n % 

TT 29 83 253 95     1   

GT 6 17 12 5 0,003 0,012 4,362 1,522 - 12,50 

GG 0 0 0 0 ***   *** *** 

T 64 91 518 98 
0,004 0,016 

0,247 0,090 - 0,681 

G 6 9 12 2 1 
 

GG + GT 6 17 12 5 
0,003 0,012 

4,362 1,522 - 12,50 

TT 29 83 253 95 0,229 0,080 - 0,657 

GG 0 0 0 0 
*** *** *** *** 

TT + GT 35 100 265 100 

Nota: ***não foi possível calcular o 
2 

Valor de p com significância estatística em negrito (p<0,05). 



73 

 

 

Figura 13: Frequência genotípica e alélica dos SNPs IL13 rs1295687 e rs1800925 

em grupos de indivíduos soropositivos para toxoplasmose portadores de diferentes 

fenótipos da lesão ocular (A, B ou C) e soropositivos para toxoplasmose não 

portadores de lesão (controle). A e B: frequência genotípica e alélica do SNP 

rs1295687, respectivamente; C e D: frequência genotípica e alélica do SNP 

rs1800925, respectivamente. O símbolo ** indica resultados estatisticamente 

diferentes (p<0,01; teste 2). 
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Figura 14: Frequência genotípica e alélica dos SNPs IL13 rs7719175 e rs3091307 

em grupos de indivíduos soropositivos para toxoplasmose portadores de diferentes 

fenótipos da lesão ocular (A, B ou C) e soropositivos para toxoplasmose não 

portadores de lesão (controle). A e B: frequência genotípica e alélica do SNP 

rs7719175, respectivamente; C e D: frequência genotípica e alélica do SNP 

rs3091307, respectivamente. O símbolo ** indica resultados estatisticamente 

diferentes (p<0,01; teste 2). 

 

Análises de polimorfismos no gene CXCL10 revelaram significância 

estatística em todos os SNPs selecionados para este estudo. O marcador 

rs3921 apresentou diferença significativa na frequência genotípica (p=0,036) e 

alélica (p=0,029) entre indivíduos portadores de cicatrizes de lesão C e 

indivíduos controle sem lesão ocular (Tabela 11). A diferença entre a 

frequência dos genótipos CC versus GG se manteve significativa mesmo após 
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a correção de Bonferroni (pcorrigido=0,03) (Tabela 12). O genótipo GG e o alelo G 

foram os mais frequentes no grupo com lesão C (Figura 15A e 15B, 

respectivamente). A presença do genótipo GG estava associado a uma 

probabilidade aproximadamente 3 vezes superior de desenvolver lesões 

oculares do tipo C (OR=2,82; pcorrigido=0,04), enquanto a presença do alelo C 

em homozigose ou heterozigose conferiu redução da chance de desenvolver 

lesão B em 65% (OR=0,35; pcorrigido=0,042) (Tabela 12). O efeito protetor do 

alelo C é dominante, enquanto o aumento da susceptibilidade associado ao 

alelo G tem caráter recessivo (Tabela 12).  

Para o marcador rs4256246 do gene CXCL10 observou-se diferença 

significativa na frequência alélica (p=0,037) entre indivíduos portadores de 

cicatrizes de lesão C e indivíduos que não apresentaram cicatrizes de lesão 

ocular (controle) (Tabela 11). O genótipo GG e o alelo G foi significativamente 

mais frequente nos indivíduos com lesão tipo C do que no grupo controle 

(Figura 15C e 15D, respectivamente). A presença do alelo G em homozigose 

estava associada a uma probabilidade 2,6 vezes maior de desenvolver lesão 

tipo C (OR=2,6; p=0,046). Por outro lado, a presença do alelo A em 

homozigose ou heterozigose reduziu em aproximadamente 60% a 

probabilidade de desenvolver lesão C (OR=0,38; p=0,046) (Tabela 13).  O 

efeito protetor do alelo A, possivelmente, é dominante e o fenótipo 

"susceptibilidade aumentada" do alelo G recessivo, entretanto, os IC 95% se 

sobrepõe (Tabela 13).  

O marcador rs4508917 do gene CXCL10 apresentou diferença 

significativa na frequência genotípica (p=0,04) entre indivíduos portadores de 

cicatrizes de lesão B e indivíduos soropositivos para toxoplasmose sem lesão 

ocular (Tabela 11). O genótipo GG e o alelo G foram os mais frequente no 

grupo com lesão B (Figura 15E e 15F, respectivamente). A presença do alelo G 

em homozigose estava associada a uma probabilidade 3 vezes maior de 

desenvolver lesões oculares do tipo B (OR=3,02; pcorrigido=0,036), enquanto a 

presença do alelo A em homozigose ou heterozigose conferiu redução da 

chance de desenvolver lesão B em aproximadamente 70% (OR=0,331; 

pcorrigido=0,036) (Tabela 14). O efeito protetor do alelo A é dominante, enquanto 

o aumento da susceptibilidade associado ao alelo G tem caráter recessivo 

(Tabela 14). As frequências observadas para os genótipos de todos os 3 SNPs 
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de CXCL10 não diferiu das frequências esperadas pelo equilíbrio de Hardy-

Weinberg (p>0,05) no grupo controle (Tabela 11). 

 

Tabela 11: Análises de associação genética entre SNPs selecionados no gene 

de CXCL10 e manifestação ocular da toxoplasmose. 

SNP 

CXCL10 

Grupos 

análises 

Valor de p             

Teste 
2 

  
Valor de p (x3)           

Bonferroni 
  

 EHW            

(grupo controle) 

  
Alelo Genótipo 

 
Alelo Genótipo 

  

rs3921 

G1 0,545 0,793 
 

1,635 2,379 
 

0,17 G2 0,141 0,094 
 

0,423 0,282 
 

G3 0,029 0,036   0,087 0,108   

rs4256246 

G1 0,552 0,188 
 

1,656 0,564 
 

0,54 G2 0,928 0,606 
 

2,784 1,818 
 

G3 0,037 0,121   0,111 0,363   

rs4508917 

G1 0,312 0,202 
 

0,936 0,606 
 

0,41 G2 0,122 0,04 
 

0,366 0,12 
 

G3 0,128 0,296   0,384 0,888   

Nota: valor de p com significância estatística em negrito (p<0,05). 

 

Tabela 12: Distribuição alélica e genotípica em indivíduos com cicatrizes de 

lesão C e indivíduos soropositivos sem lesão (controle) para SNP 

CXCL10_rs3921. 

  

Lesão C 

(n=45) 

Controle 

(n=258) p 
p (x3) 

Bonferroni 
Odds Ratio IC (95%) 

N % n % 

CC 15 33 116 45 0,01 0,03 0,302 0,117 - 0,779 

CG 21 47 121 47 0,046 0,138 0,405 0,163 - 1,004 

GG 9 20 21 8     1   

C 51 57 353 68 
0,029 0,087 

0,604 0,382 - 0,953 

G 39 43 163 32 1 
 

GG + GC 30 67 142 55 
0,146 0,438 

1,634 0,839 - 3,182 

CC 15 33 116 45 0,612 0,314 - 1,192 

GG 9 20 21 8 
0,014 0,042 

2,821 1,198 - 6,642 

CC + GC 36 80 237 92 0,354 0,151 - 0,834 

Nota: valor de p com significância estatística em negrito (p<0,05). 
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Tabela 13: Distribuição alélica e genotípica em indivíduos com cicatrizes de 

lesão C e indivíduos soropositivos sem lesão (controle) para SNP 

CXCL10_rs4256246. 

  

Lesão C 

(n=50) 

Controle 

(n=268) p 
p (x3) 

Bonferroni 
Odds Ratio IC (95%) 

n % n % 

AA 0 0 5 2 0,299 0,897 0,416 0,023 - 7,674 

AG 5 10 55 21 0,072 0,216 0,42 0,159 - 1,109 

GG 45 90 208 78     1   

A 5 5 65 12 
0,037 0,111 

0,381 0,149 - 0,973 

G 95 95 471 88 1 
 

GG + AG 50 100 263 98 
0,33 0,99 

2,108 0,115 - 38,75 

AA 0 0 5 2 0,474 0,026 - 8,720 

GG 45 90 208 78 
0,046 0,138 

2,596 0,986 - 6,833 

AA + AG 5 10 60 22 0,385 0,146 - 1,014 

Nota: valor de p com significância estatística em negrito (p<0,05). 

 

Tabela 14: Distribuição alélica e genotípica em indivíduos com cicatrizes de 

lesão B e indivíduos soropositivos sem lesão (controle) para SNP 

CXCL10_rs4508917. 

  
Lesão B 

(n=36) 

Controle 

(n=266) p 
p (x3) 

Bonferroni 
Odds Ratio IC (95%) 

  n % n % 

AA 15 42 123 46     1   

AG 13 36 120 45 0,767 2,301 0,888 0,405 - 1,946 

GG 8 22 23 9 0,028 0,084 2,852 1,085 - 7,501 

A 43 60 366 69 
0,122 0,366 

0,672 0,406 - 1,115 

G 29 40 166 31 1 
 

GG + AG 21 58 143 54 
0,605 1,815 

1,204 0,595 - 2,438 

AA 15 42 123 46 0,830 0,410 - 1,681 

GG 8 22 23 9 
0,012 0,036 

3,019 1,234 - 7,386 

AA + AG 28 78 243 91 0,331 0,135 - 0,811 

Nota: valor de p com significância estatística em negrito (p<0,05). 
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Figura 15: Frequência genotípica e alélica dos SNPs CXCL10 rs3921, 

rs4256246 e rs4508917 em grupos de indivíduos soropositivos para 

toxoplasmose portadores de diferentes fenótipos da lesão ocular (A, B ou C) e 

soropositivos para toxoplasmose não portadores de lesão (controle). A e B: 

frequência genotípica e alélica do SNP rs3921, respectivamente; C e D: 

frequência genotípica e alélica do SNP rs4256246, respectivamente; E e F: 

frequência genotípica e alélica do SNP rs4256246, respectivamente. Os 

símbolos * e ** indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05 e 

p<0,01; teste 2). 
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Três SNPs avaliados neste trabalho apresentaram genótipos 

significativamente associados à probabilidade de desenvolver lesão B. São 

eles: genótipos CC e CG do SNP rs1295687 (gene IL13); genótipo GT do SNP 

rs7719175 (gene IL13) e genótipo GG do SNP rs4508917 (gene CXCL10). 

Tendo em vista a influência destes polimorfismos na susceptibilidade à doença 

ocular, os indivíduos do estudo foram avaliados quanto ao número de 

genótipos de risco que apresentavam. Para isto, os indivíduos foram 

categorizados em: indivíduos com até um genótipo de risco ou indivíduos com 

dois ou mais genótipos de risco. A frequência de indivíduos com estes 

diferentes perfis de genótipo de risco foram comparadas entre os grupos de 

indivíduos com cicatrizes de lesão B e indivíduos controle sem lesão ocular 

(Figura 16A). Foi visto que o grupo portando cicatrizes de lesão B teve 

significativamente (p<0,0001) maior frequência de indivíduos que 

apresentavam concomitantemente dois ou mais genótipos de risco para a 

doença ocular, enquanto o grupo sem lesão ocular tinha a maior frequência de 

indivíduos não portadores genótipo de risco ou portando apenas um (Figura 

16A). 

Quanto o desenvolvimento de lesão tipo C foi visto neste trabalho que 

quatro SNPs avaliados apresentaram genótipos significativamente associados 

a probabilidade de desenvolver a doença. São eles: genótipos CT e TT do SNP 

rs3181035 (gene IFNG); genótipo AA do SNP rs1861493 (gene IFNG), 

genótipo GG do SNP rs3921 (gene CXCL10) e genótipo GG do SNP 

rs4256246 (gene CXCL10). Neste caso, os indivíduos foram categorizados em 

três níveis: indivíduos que não apresentavam genótipo de risco, indivíduos com 

um ou dois genótipos de risco e indivíduos com mais de três genótipos de 

risco. Foi observado que a frequência de indivíduos no grupo de portadores de 

lesão C e grupo controle variou significativamente (p=0,0004) quanto ao 

número de genótipos de risco (Figura 16B). Todos os indivíduos do grupo com 

lesão C apresentaram pelo menos um genótipo de risco para doença ocular e a 

frequência de indivíduos que apresentavam concomitantemente três ou mais 

genótipos de risco foi significativamente superior ao grupo sem lesão ocular 

(Figura 16B).  
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Figura 16: Frequência de indivíduos apresentando números variados de 

genótipos de risco em grupos de indivíduos soropositivos para toxoplasmose 

portadores de diferentes fenótipos da lesão ocular (B ou C) e soropositivos para 

toxoplasmose não portadores de lesão (SL). A: Indivíduos apresentado até 1 

(0-1) ou mais de 2 genótipos de risco (2-3) relacionados a lesão B; B: 

Indivíduos apresentado 0, até 2 (1-2) ou mais de 3 genótipos de risco (3-4) 

relacionados a lesão C. Valores de p foram obtidos pelo teste 2. 

 

5.3 Relação entre polimorfismos de nucleotídeos únicos nos genes 

IFNG e IL13 e produção das citocinas IFN- e IL-13 

A fim de se estabelecer a relação entre genótipo e fenótipo, citocinas IFN-

 e IL-13 produzidas sob estímulo de STAg, por células sanguíneas de 

indivíduos soropositivos para toxoplasmose, independente da presença de 

lesão ocular, foram dosadas e a produção foi comparada entre os diferentes 

genótipos de SNPs nos genes IFNG e IL13. A análise dos gráficos de 

dispersão de pontos referentes à produção de IFN- e IL-13 (Figura 17 e 18, 

respectivamente) permitiu identificar grupamentos de indivíduos com valores 

mais elevados e valores mais baixos de produção para ambas as citocinas. Um 

ponto arbitrário de corte (cut off) foi determinado de acordo com a dispersão 

dos valores observados, tomando-se como base o padrão de distribuição do 

grupo de indivíduos apresentando cicatrizes de lesões oculares. Para a citocina 

IFN- foi estabelecido como cut off o valor 5000 (Figura 17) e para a citocina IL-

13, o valor 200 (Figura 18). Os indivíduos pertencentes ao grupamento de 

valores mais elevados de IFN- (>5000) ou de IL-13 (>200) foram classificados 

como altos produtores de citocina e aqueles pertencentes ao grupamento de 
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valores abaixo da linha de corte foram classificados como baixos produtores de 

citocina.  

Quanto ao percentual de indivíduos altos produtores de IFN-, foi visto 

que 22% dos indivíduos avaliados (21/95) apresentavam alta produção de IFN-

. Em relação ao gene IFNG foi visto que para o SNP rs2069718 (Figura 17A) 

todos os genótipos apresentaram produção de IFN- semelhante (p=0,942). Os 

genótipos AA e AG tiveram o maior percentual de indivíduos altos produtores, 

correspondendo a 26% (6/23) e 24,5% (13/53), respectivamente, de altos 

produtores dentro de cada um desses grupos (Figura 17A).  

Para o marcador rs3181035 foi observada maior produção de IFN- nos 

indivíduos portadores do genótipo TT, porém sem significância estatística 

(p=0,539), e cinquenta por cento (2/4) dos indivíduos que apresentaram este 

genótipo foram altos produtores de IFN-. Os genótipos CC e CT apresentaram 

21% (14/66) e 19% (5/26), respectivamente, de indivíduos altos produtores de 

IFN- (Figura 17B). 

Indivíduos com o genótipo AA do marcador rs1861493 tiveram a maior 

produção de IFN-, mas esta diferença não foi significativa (p=0,202). Os 

genótipos AA e AG, por sua vez, apresentaram frequência semelhante de 

indivíduos altos produtores, 22% (16/74) e 25% (5/20), respectivamente. 

Nenhum indivíduo com o genótipo GG foi alto produtor de citocina (Figura 

17C). 

O marcador rs2430561 teve como maior produtor de IFN- o genótipo 

TT, mas sem significância estatística (p=0,384). A maior frequência de 

indivíduos altos produtores de IFN- (25%; 10/44) foi observada em portadores 

desse genótipo, seguidos dos indivíduos portando o alelo T em heterozigose 

(20%; 9/44) e a menor frequência de altos produtores de IFN- (14%; 1/7) foi 

observada nos indivíduos com genótipo AA (Figura 17D).  

Não foi observada relação (p=0,989) entre a produção de IFN- e os 

genótipos do marcador rs2069705 (Figura 17E). A frequência de indivíduos 

altos produtores de IFN- foi praticamente a mesma entre os indivíduos 

portando os genótipos CC, CT e TT (22%, 22% e 21%, respectivamente). 
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Figura 17: Relação entre genótipos de SNPs presentes no gene IFNG e 

produção de IFN-. A: Produção de IFN- associada aos genótipos do 

marcador rs2069718; B: Produção de IFN- associada aos genótipos do 

marcador rs3181035; C: Produção de IFN- associada aos genótipos do 

marcador rs1861493; D: Produção de IFN- associada aos genótipos do 

marcador rs2430561 e E: Produção de IFN- associada aos genótipos do 

marcador rs2069705.  As barras indicam valores de mediana e linha pontilhada 

indica valor de cut off (=5000), estabelecido para classificação dos indivíduos 

em alto ou baixo produtores de IFN-. Os testes estatísticos utilizados foram 

Kruskal-Wallis seguido de Dunn. 
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Quanto a IL-13 foi visto que 16,5% dos indivíduos avaliados (16/97) 

apresentavam alta produção desta citocina. Em relação aos genótipos foi 

observado que para o SNP rs1295687, os portadores do genótipo CC produziram 

maiores níveis de IL-13, mas sem significância estatística (p=0,219). Quanto à 

frequência de altos produtores de citocinas, os genótipos GG e CG tiveram o 

maior percentual de indivíduos (17%), sendo 12/72 e 4/23, respectivamente. 

Nenhum indivíduo com genótipo CC foi alto produtor de IL-13 (Figura 18A). 

 O marcador rs1800925 teve como maiores produtores de IL-13 indivíduos 

portadores do genótipo TT, porém sem significância estatística (p=0,182). 

Portadores deste genótipo tiveram o maior percentual de indivíduos altos 

produtores de IL-13, correspondendo a 37,5% do grupo (3/8).  Os genótipos CC 

e CT apresentaram 18% (8/45) e 12% (5/41), respectivamente, de indivíduos 

altos produtores de IL-13 (Figura 18B). 

Para o marcador rs7719175 a produção de IL-13 foi semelhante entre os 

genótipos (p=0,69). Quanto à frequência de altos produtores, foi observado que 

19% (17/88) dos indivíduos com o genótipo TT tiveram o perfil de altos 

produtores de IL-13. Nenhum indivíduo com genótipo TG, por sua vez, foi alto 

produtor de citocina (Figura 18C).   

Quanto ao marcador rs3091307 foi observado que a produção de IL-13 foi 

estatisticamente maior nos indivíduos com os genótipos GG e AG (p=0,039). Em 

relação à frequência de altos produtores de IL-13 foi visto que 33% dos 

indivíduos portadores do genótipo GG (5/15) tinham alta produção desta 

citocina. Os genótipos AA e AG apresentaram 16% (6/37) e 11% (5/45), 

respectivamente, de indivíduos altos produtores (Figura 18D).  
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Figura 18: Relação entre genótipos de SNPs presentes no gene IL13 e 

produção de IL-13. A: Produção de IL-13 associada aos genótipos do marcador 

rs1295687; B: Produção de IL-13 associada aos genótipos do marcador 

rs1800925; C: Produção de IL-13 associada aos genótipos do marcador 

rs7719175 e D: Produção de IL-13 associada aos genótipos do marcador 

rs3091307. As barras indicam valores de mediana e linha pontilhada indica 

valor de cut off (=200), estabelecido para classificação dos indivíduos em alto 

ou baixo produtores de IL-13. Os testes estatísticos utilizados para comparação 

entre 3 genótipos foram Kruskal-Wallis seguido de Dunn e para comparação 

entre 2 genótipos foi Mann-Whitney. 

 

5.3 Relação entre polimorfismos de nucleotídeos únicos 

associados à toxoplasmose ocular e produção das citocinas IFN- e IL-13 

em grupos de afetados e controles 

A produção das citocinas IFN- e IL-13 foi então associada a 

polimorfismos nos genes IFNG e IL13 que foram estatisticamente significativos 

em relação à propensão ao desenvolvimento de lesão ocular toxoplásmica. Os 

genótipos dos SNPs associados à doença foram relacionados aos níveis de 
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citocinas produzidos por células de indivíduos soropositivos para toxoplasmose 

sem lesão ocular (controle) e por células de indivíduos acometidos por lesão 

ocular (A, B ou C).    

Em relação ao gene IFNG foi visto que para o SNP rs2069718, a produção 

de IFN- por portadores do genótipo AG, que confere proteção ao 

desenvolvimento de lesão A (Tabela 5), foi maior no grupo de indivíduos 

acometidos por este tipo de lesão ocular do que no grupo controle (Figura 19A).  

Para o marcador rs3181035 foi observado que a produção de IFN- por 

indivíduos carreando o genótipo CT, relacionado à manifestação clínica de lesões 

tipo C (Tabela 6), era maior no grupo de indivíduos com lesão ocular C quando 

estes eram comparados aos controles (Figura 19B). 

Quanto ao SNP rs1861493, associado ao desenvolvimento de lesões 

oculares do tipo C (Tabela 7), a produção de IFN- por todos os genótipos deste 

marcador foi semelhante no grupo de indivíduos soropositivos sem lesão ocular 

(controle) e no grupo de indivíduos portadores de cicatriz de lesão C (Figura 

19C). 

Quanto a polimorfismos no gene IL13 foi observado que para o marcador 

rs1295687, portadores do genótipo CG, relacionado às manifestações clínicas de 

lesões oculares tipo B (Tabela 9), tinham menor produção de IL-13 no grupo com 

lesão B do que no grupo controle (Figura 20A). Por outro lado, a alta produção de 

IL-13 por portadores do genótipo GG, relacionado à proteção (Tabela 9), não foi 

capaz de prevenir ao aparecimento da lesão tipo B (Figura 20A).  

Para o marcador rs7719175, também associado à manifestação clínica de 

lesões tipo B (Tabela 10), foi visto que indivíduos do grupo acometido por lesão 

B, seja portadores do genótipo GT quanto do genótipo TT, produziram mais IL-13 

do que o grupo controle (Figura 20B).   

 

 



86 

 

 

Figura 19: Associação entre a produção de IFN- em grupos de indivíduos 

afetados e controles e genótipos de SNPs no gene IFNG relacionados à 

toxoplasmose ocular. A: Produção de IFN- associada aos genótipos do 

marcador rs2069718 em grupos de indivíduos com lesão A versus controle; B: 

Produção de IFN- associada aos genótipos do marcador rs3181035 em 

grupos de indivíduos com lesão C versus controle; C: Produção de IFN- 

associada aos genótipos do marcador rs1861493 em grupos de indivíduos com 

lesão B versus controle. As barras indicam valores de mediana. 
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Figura 20: Associação entre a produção de IL-13 em grupos de indivíduos 

afetados e controles e genótipos de SNPs no gene IL13 relacionados à 

toxoplasmose ocular. A: Produção de IL-13 associada aos genótipos do 

marcador rs1295687 em grupos de indivíduos com lesão B versus controle; B: 

Produção de IL-13 associada aos genótipos do marcador rs7719175 em grupos 

de indivíduos com lesão B versus controle. As barras indicam valores de 

mediana. 
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6 DISCUSSÃO 

A toxoplasmose é considerada uma das mais comuns infecções 

parasitárias do mundo e estima-se que 30% da população mundial esteja 

infectada (Robert-Gangneux e Dardé, 2012). Em Campos dos Goytacazes, a 

endemicidade da toxoplasmose é alta, atingindo 57,2% da população quando 

se considera conjuntamente as classes alta, média e baixa (Bahia-Oliveira et 

al., 2003). No contingente populacional de baixo poder aquisitivo o nível de 

prevalência desta infecção atinge 84,8% (Bahia-Oliveira et al., 2003).  

O presente estudo mostrou também ser alta, na cidade de Campos dos 

Goytacazes, a soroprevalência para toxoplasmose entre doadores de sangue 

abordados aleatoriamente no Hemocentro do Hospital Ferreira Machado: 

aproximadamente 70% dos doadores apresentaram sorologia positiva para 

Toxoplasma gondii (Figura 6). Neste trabalho, não foi avaliada a presença do 

parasita no sangue no momento da doação (infecção aguda), no entanto, a 

detecção de anticorpos IgG contra T. gondii revela a alta prevalência da doença 

entre os doadores e aponta para o risco de transmissão de T. gondii por 

transfusão de sangue proveniente de indivíduos assintomáticos infectados pelo 

parasita. Relatos da literatura que mostram T. gondii circulando no sangue 

periférico de indivíduos cronicamente infectados por este parasita (Silveira et 

al., 2011; Lee et al., 2012) confirmam o potencial da transmissão via doadores 

com toxoplasmose crônica. Além disso, o armazenamento do sangue nas 

unidades de refrigeração, após coleta, não pode evitar a transmissão, uma vez 

que o parasita pode sobreviver em sangue por 50 dias à 4ºC (Kimball et al., 

1965; Räisänen, 1978). Há pouca informação sobre a epidemiologia da 

infecção por T. gondii em doadores de sangue no Brasil. Um estudo 

epidemiológico realizado em doadores de sangue de Recife mostrou 

prevalência similar à observada em Campos: 75% de um total de 120 

indivíduos apresentaram sorologia positiva (IgG) para toxoplasmose (Coêlho et 

al., 2003). Em Natal, doadores de sangue apresentaram prevalência de 43,7% 

em um total de 183 indivíduos (De Araujo et al., 1975).  

A infecção por T. gondii em doadores de sangue representa um risco 

particularmente importante para transmissão a indivíduos imunocomprometidos 

ou imunossuprimidos que necessitem de transfusão, uma vez que para estes 

indivíduos a doença pode ser fatal. Segundo Tenter e colaboradores (2000), T. 
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gondii é um protozoário oportunista que provoca encefalite grave em até 40% 

dos pacientes com AIDS e 10-30% dos pacientes aidéticos infectados com T. 

gondii sucumbem à doença. Além, disso existe o risco da transmissão a 

mulheres grávidas soronegativas para T. gondii. Se o parasita é transmitido à 

mulher durante a gravidez, T. gondii pode também ser transmitida ao feto, com 

graves consequências (Tenter et al., 2000). Cerca de 10% das infecções pré-

natais resultam em aborto ou morte neonatal e os sinais da tríade clássica da 

toxoplasmose (retinocoroidite, calcificações intracranianas e hidrocefalia) se 

manifestam em até 10% dos recém-nascidos. Além disso, cerca de 12-16% 

dos recém-nascidos infectados morrem da doença (Tenter et al., 2000). Os 

bebês que sobrevivem podem sofrer de retardo mental progressivo ou outras 

deficiências neurológicas, que muitas vezes, requerem educação especial e 

assistência residencial (Tenter et al., 2000). Considerando que Campos dos 

Goytacazes é uma área altamente endêmica para toxoplasmose, pode ser 

adequado incluir a triagem para T. gondii no cronograma de testes pré-

transfusionais para grupos que requerem atenção adicional (imunossuprimidos, 

imunocomprometidos, gestantes), uma vez que há o risco de morte caso haja 

contato com o parasita.   

A manifestação clínica mais comum, em humanos imunocompetentes, 

decorrente da infecção pelo protozoário Toxoplasma gondii é a retinocoroidite, 

sendo esta a causa mais comum de uveíte posterior em várias partes do 

mundo, incluindo a América do Norte, América do Sul e regiões da Europa 

(Holland, 2003). Em Campos dos Goytacazes, Bahia-Oliveira e colaboradores 

(2012) mostraram que a prevalência da manifestação ocular da toxoplasmose 

pode atingir 30% da população soropositiva.  

Foi proposto recentemente que parâmetros imunológicos e genéticos 

têm importante contribuição na diversidade das lesões oculares toxoplásmicas 

(Bahia-Oliveira et al., 2012).  Esta hipótese é reforçada pelos resultados do 

presente estudo, no qual se investigou se o perfil diferenciado de secreção das 

citocinas IFN- e IL-13, bem como se polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) 

nos genes que IFNG, IL13 e CXCL10, estão associados à susceptibilidade ou 

proteção contra a retinocoroidite causada pela infecção por T. gondii. As 

citocinas são um grupo de proteínas moduladoras que se ligam a seus 

receptores em resposta a um estímulo, resultando na ativação de uma via de 
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transdução de sinal (Smith e Humphries, 2009). O nível basal de citocinas ou 

produzidas sob estímulo varia entre os indivíduos e tanto a influência ambiental 

quanto o background genético tem mostrado exercer função nesta variação 

(Smith e Humphries, 2009).  

As citocinas avaliadas neste estudo pertencem a subconjuntos de células 

T helper distintos: o IFN- é a principal citocina do padrão Th1 de resposta 

imune e controla a resposta inflamatória contra patógenos intracelulares; as 

citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 definem o padrão Th2 de resposta, o qual controla a 

resposta inflamatória do padrão Th1 (Abbas et al., 2008). A infecção por T. 

gondii induz uma forte e persistente resposta Th1, marcada pela produção do 

IFN-entre outras citocinas pró-inflamatórias como, IL-12 e TNF-α (Munoz et 

al., 2011). Uma resposta imune efetiva contra os parasitas deve ser 

devidamente balanceada, caso contrário pode se tornar lesiva para o 

hospedeiro gerando processos de autoagressão. Isso é particularmente 

importante no contexto da toxoplasmose ocular, pois a resposta imunológica 

desenvolvida para o controle da multiplicação de T. gondii no olho pode 

desencadear quebra do privilégio imune e causar danos teciduais (Lyons et al., 

2001). Esse cenário elucida o importante papel de citocinas de padrões 

distintos (Th1 x Th2), como IFN- e IL-13 na toxoplasmose ocular: uma 

quantidade muito baixa de IFN- pode resultar em dano no tecido ocular por 

não ser capaz de conter a multiplicação do parasita. Por outro lado, o excesso 

desta citocina pode levar a mecanismos de autoagressão. Este papel 

paradoxal do IFN- já foi anteriormente descrito (Bahia-Oliveira et al., 1998, 

Zaidi e Merlino, 2011). A citocina IL-13 desempenha importante papel no 

controle da resposta inflamatória Th1. O papel da IL-13 na resposta imune 

ocular já foi mostrada por Lemaitre (2001) em modelo experimental de uveíte 

induzida por endotoxina, em ratos. Foi demonstrado por este pesquisador que 

IL-13 modula a inflamação intraocular promovendo decréscimo de moléculas 

pró-inflamatórias (Lemaitre, 2001).  

Foi visto no presente estudo, que as células sanguíneas provenientes de 

indivíduos soropositivos para T. gondii, independente da presença de cicatrizes 

de lesão ocular, apresentaram significativamente maior produção de IFN- e de 

IL-13 do que os indivíduos soronegativos, após estímulo com antígeno específico 

STAg. A razão entre os níveis de ambas as citocinas (IFN-/IL-13) foi também 
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calculada e revelou diferença significativa entre indivíduos soronegativos e 

soropositivos com presença ou ausência de cicatrizes de lesão ocular (Figura 

7). Este resultado já era previsto, uma vez que linfócitos dos indivíduos 

soropositivos para T. gondii teriam a capacidade de responder (secretando 

citocinas, por exemplo) de forma rápida e efetiva, ao estímulo com antígenos 

do parasita, devido à persistência de populações clonais de linfócitos 

específicos resultantes de um contato prévio com T. gondii (memória 

imunológica). Esta análise, não responde, portanto, quanto à susceptibilidade 

às lesões oculares.  

Os indivíduos soropositivos para toxoplasmose apresentando lesões 

oculares cicatrizadas foram, então, desmembrados em 3 grupos, tendo como 

critério o grau de destruição do tecido retiniano: cicatrizes da retina 

apresentando alto, médio ou baixo grau de severidade, foram identificadas 

como tipo A, B ou C, respectivamente. Indivíduos que apresentaram cicatrizes 

decorrentes de lesões múltiplas foram agrupados considerando a lesão de maior 

severidade. Nesta análise, foi possível observar que os grupos de indivíduos com 

cicatrizes do tipo A e do tipo B apresentaram o maior nível da citocina IFN-. 

Porém, quando avaliados os níveis de produção da citocina IL-13 foi visto que o 

grupo com cicatriz do tipo A apresentou novamente maior produção, mas o grupo 

com cicatrizes do tipo B, não apresentou alta produção da IL-13 como havia 

apresentado para o IFN- (Figura 8A e 8B). Quando calculada a razão entre as 

duas citocinas, observou-se que o grupo com cicatrizes do tipo B apresentou a 

mais alta razão IFN-/IL-13 (Figura 8C). Embora sem significância estatística, 

estes resultados podem indicar que as lesões que acometeram os indivíduos com 

cicatriz do tipo A tenham sido originadas por mecanismos de destruição do tecido 

retiniano distintos dos que ocasionaram as lesões nos indivíduos com cicatriz do 

tipo B. O cenário ideal é que os indivíduos produzam uma resposta Th1/Th2 

equilibrada e adequada ao desafio antigênico. Porém, indivíduos que 

desenvolveram lesão tipo B parecem ter uma resposta desbalanceada, com 

predomínio da citocina pró-inflamatória IFN-, o que pode levar a destruição 

tecidual por mecanismos de autoagressão. O papel do IFN- em uveítes de 

origem autoimune já foi descrito por Hooks e colaboradores (1988). Segundo 

estes pesquisadores a presença da citocina IFN-, bem como de IL-2, estava 

associada a um infiltrado de linfócitos e ao aumento da expressão de moléculas 
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de MHC-II tanto em células do infiltrado como em células residentes como o 

epitélio pigmentar da retina e endotélio vascular retiniano de pacientes com uveíte 

(Hooks et al., 1988). A função das moléculas de MHC-II é ligar peptídeos 

antigênicos e apresentá-los aos linfócitos, desencadeando a ativação destas 

células (Abbas et al., 2008). Assim sendo, a citocina IFN- é requerida para 

modular a resposta imune do hospedeiro contra agentes infecciosos como T. 

gondii, mas, por outro lado, pode mediar processos imunopatológicos, levando a 

mecanismos de autoagressão.   

Os indivíduos com cicatriz do tipo A, por sua vez, apresentaram a maior 

produção de IL-13 (Figura 8B) e a razão IFN-/IL-13 foi similar a dos indivíduos 

sem lesão ocular. Isso indica que os danos na retina neste grupo de indivíduos 

podem ter sido causados por mecanismos diferentes do que o proposto para 

indivíduos que desenvolveram lesão tipo B. Sugere-se a hipótese de que 

indivíduos que desenvolveram lesão A sofreram infecção intrauterina (congênita), 

sendo expostos ao parasita em condições desfavoráveis de defesa devido à 

imaturidade do sistema imunológico no momento da infecção. Nesta condição, 

dois possíveis mecanismos de lesão tecidual são sugeridos: 1) lesão por 

processos de autoagressão, possivelmente ocasionados por uma resposta 

inflamatória exacerbada, em decorrência de altos níveis de IFN-, incapaz de 

ser controlada pela citocina IL-13 ou 2) lesão por danos diretos causados 

replicação intensiva do T. gondii na retina, possivelmente devido à baixa 

produção de IFN-, regulado negativamente pela citocina IL-13.   

Quanto aos indivíduos apresentando cicatrizes de lesões brandas (tipo C), 

foi visto que o padrão de secreção para ambas citocinas foi similar ao de 

indivíduos que não tiveram doença ocular (Figura 8A e 8B). Sugere-se, assim, 

que o perfil de resposta imune contra T. gondii exibida por indivíduos com 

cicatrizes do tipo C é capaz de conter a multiplicação parasitária e, ao mesmo 

tempo, manter uma resposta intraocular mais equilibrada, conseguindo evitar, 

dessa forma, danos severos aos tecidos oculares. 

Posteriormente, foi avaliada a influência da idade no perfil de secreção de 

citocinas e consequentemente na severidade das lesões. Para isso, foi 

investigado, inicialmente, se o nível de produção das citocinas IFN- e IL-13 era 

influenciado pela idade, independente da presença de cicatrizes de lesão ocular. 

Níveis de citocinas produzidos, sob estímulo de STAg, por células sanguíneas de 
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indivíduos soropositivos para toxoplasmose agrupados em cinco faixas etárias 

distintas (< 40 anos, 40-59 anos, 60-69 anos, 70-79 anos e > 80 anos) foram 

comparados. Observou-se que há um decréscimo significativo na produção das 

citocinas IFN- (Figura 9A) e IL-13 (Figura 9B) com o avanço da idade. Diferença 

significativa foi observada também considerando apenas duas faixas etárias (< 60 

anos e ≥ 60 anos): tanto para IFN- quanto para IL-13 os níveis de citocinas 

foram significativamente maiores no grupo com menos de 60 anos (Figura 9C e 

9D). A partir dos 60 anos se inicia a Terceira Idade, segundo a Organização 

Mundial de Saúde (Pereira et al., 2003). Neste período a função imune parece 

estar alterada de um modo geral, processo conhecido como imunossenescência. 

Os resultados deste trabalho corroboram vários relatos da literatura que afirmam 

ser menor a produção das citocinas IFN- e IL-13 por indivíduos mais velhos 

(Abb et al., 1984; Borrego et al., 1999; Kang et al., 2013; Krishnaraj e Bhooma, 

1996; Mocchegiani e Malavolta, 2004; Pawelec et al., 1998; Rink et al., 1998; 

Sharma et al., 2013; Sugawara et al., 2011; Torres et al., 2011). O decréscimo 

das citocinas IFN- e IL-13 observado neste trabalho pode ser um dos motivos 

de a idade avançada ser maior fator de risco para o desenvolvimento de doença 

ocular entre indivíduos infectados por T. gondii, como descrito por Holland (2009) 

e Portela e colaboradores (2004). Bosch-Driessen e colaboradores (2002) 

mostraram que nos indivíduos com média de idade de 29,9 anos, a 

toxoplasmose ocular foi primeiramente vista quando estes tinham evidência 

sorológica de infecção adquirida remotamente. Já os indivíduos com média de 

idade de 50,6 anos a toxoplasmose ocular foi primeiramente detectada quando 

eles tiveram evidência sorológica de infecção recente. Esses dados sugerem 

que, em se tratando de uma primo-infecção pós natal, indivíduos mais velhos, 

de fato, estão sob maior risco de envolvimento ocular, do que indivíduos 

jovens. Os resultados aqui apresentados corroboram o que foi hipotetizado por 

Holland (2004), segundo o qual a diminuição da imunidade em indivíduos mais 

velhos poderia limitar reações inflamatórias levando a doença ocular mais 

severa por danos diretos.  

Estas associações entre idade, resposta imune e susceptibilidade à 

toxoplasmose ocular podem ter implicações importantes para o tratamento da 

doença ocular. O método atual de tratamento das retinocoroidites toxoplásmica 

geralmente envolve um curso finito de uma ou mais drogas anti-Toxoplama 
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gondii, podendo haver uso simultâneo de corticosteroides orais para reduzir o 

risco de danos nos tecidos associados à resposta inflamatória (Holland, 2009). 

Silveira e colaboradores (2002) propuseram, por sua vez, uma nova estratégia 

de tratamento que demonstrou reduzir a incidência de recidivas: um tratamento 

intermitente com drogas anti-Toxoplasma gondii a longo prazo. Esse tipo de 

profilaxia secundária poderia beneficiar pacientes idosos, os quais podem ter 

problemas com a terapia convencional. Segundo Holland (2009) as lesões 

grandes e de longa duração observada em pacientes idosos podem decorrer 

da replicação prolongada de parasitas, possivelmente devido a deficiências na 

resposta imune. Portanto, pode ser prudente retirar o uso concomitante dos 

corticosteroides em tais casos, para evitar maiores supressão das defesas do 

hospedeiro (Holland, 2009). Estudos adicionais se fazem necessários para 

expandir a compreensão e direcionar quais são as consequências práticas da 

associação entre envelhecimento e toxoplasmose ocular. Algumas questões 

práticas a serem respondidas são: 1) Há necessidade que o tratamento seja 

ajustado em função da idade do paciente? e 2) Existe diferença na resposta ao 

tratamento em função da idade? Esta questão é particularmente importante em 

estudos que comparam resposta ao tratamento, desconsiderando a idade dos 

indivíduos dos grupos avaliados, uma vez que esta pode ser uma variável que 

gere confusão nos resultados. 

Investigada a influência da idade na produção de IFN- e IL-13, foi-se 

comparar os níveis dessas citocinas em diferentes faixas etárias em indivíduos 

agrupados quanto à ausência, presença e classificação das lesões oculares 

toxoplásmicas. Para isto indivíduos soropositivos para toxoplasmose sem 

cicatrizes de lesão ocular ou com cicatrizes de lesão tipo A, B ou C foram 

alocados em duas faixas etárias: menores que 60 anos ou indivíduos com idade a 

partir de 60 anos. Quando comparados os níveis de IFN- entre os diferentes 

grupos de lesões observou-se que a produção foi maior no grupo com menos de 

60 anos apresentando cicatriz do tipo B, embora sem significância estatística, 

possivelmente devido ao número reduzido de indivíduos nos grupos (Figura 10A). 

Para melhor entender o balanço Th1/Th2 em diferentes faixas etárias, foi feito o 

cálculo de razão IFN-/IL-13, o qual mostrou que indivíduos com idade a partir 

dos 60 anos apresentando cicatriz do tipo B tinham a mais alta razão IFN-/IL-13, 

seguidos de indivíduos com menos de 60 anos apresentando cicatriz de lesão 
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tipo C e do tipo B (Figura 10C).  Os valores de razão IFN-/IL-13 obtidos em 

indivíduos com menos de 60 anos apresentando cicatrizes de lesão C diferiram 

significativamente do observado em indivíduos a partir dos 60 anos com este 

mesmo tipo de lesão. Porém, os indivíduos mais jovens (< 60 anos) deste grupo 

tiveram valores de razão IFN-/IL-13 muito semelhantes aos indivíduos mais 

velhos (≥ 60 anos) do grupo com cicatrizes do tipo B (Figura 10C). Sugere-se que 

quando mais jovens, os indivíduos que desenvolvem lesões do tipo C, 

conseguem manter uma resposta imune desfavorável a replicação do parasita e 

devidamente regulada, resultando numa lesão mais branda. E embora tenham 

apresentado alta razão IFN-/IL-13, exibiram baixos níveis da citocina pro-

inflamatória IFN-, a qual poderia ser facilmente contrabalanceada por outras 

citocinas anti-inflamatórias, além de IL-13. Tendo visto que o processo da 

imunossenescência vem acompanhado do decréscimo de produção de citocinas 

(Figura 9) pode-se supor que existam duas possibilidades de desfecho da doença 

ocular no grupo de indivíduos que apresentam lesão tipo C: na primeira, a 

condição de lesão de baixa severidade seria mantida pelo decréscimo de 

citocinas de maneira equilibrada, capaz de manter a latência de parasitas T. 

gondii alocados na retina e o equilíbrio Th1/Th2. Outra possibilidade seria que as 

alterações imunológicas, comuns durante o processo de envelhecimento, 

levassem a redução de citocinas anti-inflamatórias de forma dessincronizada com 

as citocinas pró-inflamatórias. Isso poderia culminar com a evolução da lesão C 

para uma lesão mais severa, como tipo B, explicando, assim, o padrão similar 

entre indivíduos com menos de 60 anos apresentando lesão C e indivíduos a 

partir de 60 anos com lesão B (Figura 10C). Para os demais grupos (sem lesão 

ocular e com cicatrizes de lesão A e B) não houve diferenças significativas entre 

as faixas etárias avaliadas.  

Em relação aos parâmetros genéticos, foram avaliado neste trabalho 

polimorfismos de nucleotídeo único dos genes IFNG, IL13 e CXCL10, que 

codificam, respectivamente, as moléculas IFN-, IL-13 e CXCL10. Segundo 

Smith e Humphries (2009), diferenças genéticas que resultem em alteração de 

estrutura ou do nível de expressão das citocinas podem levar a consequências 

patológicas evidentes, tais como aumento da susceptibilidade às infecções e 

determinação de desfecho de uma doença. Assim, torna-se pertinente avaliar 
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polimorfismos em genes de citocinas relacionadas à resposta imune a T. 

gondii.  

A frequência alélica de 765 indivíduos residentes em Campos dos 

Goytacazes/RJ para cinco SNPs presentes no gene IFNG, quatro SNPs no 

gene IL13 e três SNPs no gene CXCL10 foi calculada e comparada às 

frequências das populações CEU, com ascendência europeia e YRI, os Iorubás 

africanos. Pôde-se observar que para os marcadores rs2069718 e rs2069705 

presentes no gene IFNG (Tabela 1), rs7719175 e rs3091307, presentes no 

gene IL13 (Tabela 2) e rs4256246 do gene CXCL10 (Tabela 3), as frequência 

alélicas na população de Campos foram semelhantes à população CEU. 

Quanto ao SNP rs4508917 do gene CXCL10 (Tabela 3) foi visto que o alelo 

mais frequente nas três populações (alelo A) apresentava frequência mais 

baixa na população de Campos do que nas populações CEU e YRI, embora a 

frequência alélica na população de Campos tenha sido mais próxima da 

observada na população CEU. Por outro lado, a população de Campos dos 

Goytacazes apresentou frequência alélica mais próxima a população YRI 

apenas para o SNP rs3921 presente no gene CXCL10 (Tabela 3). Para os 

demais marcadores rs31810135, rs1861493 e rs2430561, presentes no gene 

IFNG (Tabela 1) e rs1295687 e rs1800925 presentes no gene IL13 (Tabela 2) a 

frequência alélica na população de Campos dos Goytacazes apresentou-se 

como intermediária entre as populações CEU e YRI.  

Os dados obtidos neste trabalho estão coerentes com a história de 

formação da população brasileira, segundo a qual a diversidade genética da 

população é resultante da miscigenação de etnias ancestrais (Ribeiro, 1995). A 

diversidade étnica da população brasileira é resultado de pelo menos 500 anos 

de história, em que aconteceu a mistura de basicamente três grupos, são eles: 

os índios (povos nativos), os europeus (sobretudo portugueses) e os africanos 

(escravos) (Ribeiro, 1995). Estudos prévios com a população brasileira 

mostram que a linhagem do cromossomo Y tem uma maior contribuição 

europeia (Carvalho-Silva et al., 2001) e, a linhagem mitocondrial, apresenta 

similar contribuição européia, africana e ameríndia (Alves-Silva et al., 2000). 

Um estudo realizado com marcadores autossômicos na população de São 

Paulo mostrou uma maior contribuição européia (79%), seguida por africana 

(14%) e ameríndia (7%) (Ferreira et al., 2006). Para os marcadores analisados 
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neste trabalho foi visto que para 50% (6/12) deles as frequências alélicas na 

população de Campos foi mais próxima a população CEU, para 8%(1/12), as 

frequências alélicas dos indivíduos de Campos foi similar a população YRI e 

para 42% (5/12) dos marcadores a população de Campos apresentou 

frequência intermediária entre as populações CEU e YRI. 

A fim de se investigar a influência de polimorfismos de nucleotídeo único 

presentes nos genes IFNG, IL13 e CXCL10 na manifestação clínica de 

retinocoroidites causada pela infecção por T. gondii, as frequências alélicas e 

genotípicas de grupos de indivíduos soropositivos para toxoplasmose exibindo 

cicatrizes de lesões do tipo A (n=49), B (n=36) ou C (n=50) foram comparadas 

às frequências do grupo controle, formado por indivíduos soropositivo sem 

lesão ocular (n=271).  

A presença do genótipo GG do SNP rs2069718, localizado em região 

intrônica (íntron 3), estava associado a uma probabilidade 2,3 vezes superior 

de desenvolver lesões oculares do tipo A comparados com genótipos AA e AG, 

sendo esta diferença significativa mesmo após correção de Bonferroni 

(OR=2,3; pcorrigido=0,04) (Tabela 5). Inversamente, a presença do alelo A em 

homozigose ou heterozigose confere 60% a menos de chance de desenvolver 

lesões do tipo A (OR=0,43; pcorrigido=0,04). Relatos na literatura mostraram 

associação significativa entre polimorfismos neste marcador e susceptibilidade 

à tuberculose (Shen et al., 2013, Lee et al., 2014) e ao lúpus eritematoso (Kim 

et al., 2010). Porém, não foram encontrados relatos sobre susceptibilidade à 

toxoplasmose, sendo esta relação descrita pela primeira vez neste trabalho. 

A frequência de indivíduos altos produtores de IFN- (>5000 pg/ml), 

independente da presença de lesão ocular, foi maior entre os indivíduos com 

os genótipos de rs2069718 associados à proteção da toxoplasmose ocular AA 

e AG, correspondendo a 26% (6/23) e 24,5% (13/53), respectivamente, dos 

indivíduos dentro dos grupos (Figura 17A).  Isso reforça o papel do IFN- no 

controle da replicação do parasita. Segundo Sharton-Kersten e colaboradores 

(1996) a produção de IFN- é de extrema importância na resistência à infecção 

aguda por Toxoplasma e camundongos nocautes para IFN-não sobrevivem. 

Gazzinelli e colaboradores (1992) mostrou que o IFN- é o principal mediador 

da proteção contra T. gondii e a produção contínua desta citocina é necessária 

para a sobrevivência a longo prazo de camundongos infectados. 
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Contudo a mera associação dos genótipos com a predisposição a 

produção de altos ou baixos níveis de citocinas não é suficiente para explicar a 

manifestação da doença ocular toxoplásmica. Por isso, comparação adicional 

foi realizada entre a produção de citocinas no grupo controle e no grupo de 

indivíduos acometidos (lesão A, no caso do SNP rs2069718) levando em 

consideração os diferentes genótipos do marcador. Foi visto que para o SNP 

rs2069718, a produção de IFN- por portadores do genótipo AG, relacionado à 

proteção, foi maior no grupo de indivíduos acometidos por lesão ocular do tipo A 

do que no grupo controle (Figura 19A). Assim, levantamos duas hipóteses 

alternativas: 1) indivíduos com cicatrizes de lesão A portadores do genótipo AG 

(alto produtor de IFN-) podem ter adquirido a infecção congenitamente, época 

em que a imaturidade do sistema imune impediu esses indivíduos de 

responderem com uma alta produção de IFN-, responsável por evitar danos aos 

tecidos oculares causados pela multiplicação do parasita; 2) indivíduos que se 

infectaram no útero podem ter perdido ou nunca desenvolvido a capacidade de 

regular a produção de IFN-. Em consequência, eles exibem uma forte e 

destrutiva resposta inflamatória contra o parasita, o que pode levar ao 

aparecimento de lesões severas, como do tipo A, por mecanismos de 

autoagressão. 

O marcador rs2069718, encontra-se em desequilíbrio de ligação com 

outros 2 SNPs também avaliados neste estudo: o rs2430561, localizado no 

íntron 1, que é um sítio de ligação para o fator de transcrição NF-B (Kim et al., 

2010) e o rs2069705, localizado na região promotora do IFNG (Cooke et al., 

2006). Estes últimos marcadores, por sua vez não apresentaram associação 

com os diferentes perfis clínicos da toxoplasmose ocular (Tabela 4). 

Albuquerque e colaboradores (2009), no entanto, mostraram que a presença 

do alelo A em homozigose do marcador rs2430561 estava associada à 

susceptibilidade ao desenvolvimento da toxoplasmose ocular, não 

discriminando, portanto o tipo de lesão. Outros relatos da literatura mostraram 

associação deste marcador com vários tipos de doenças, entre elas: 

tuberculose (Shen et al., 2013, Lee et al., 2014), lúpus eritomatoso (Kim et al., 

2010, da Silva et al., 2014), sepsi induzida por pneumonia (Wang et al., 2014), 

lepra (Cardoso et al., 2010, Silva et al., 2014) e rejeição aguda de órgãos (Ge 

et al., 2013). Contudo, assim como neste trabalho, não foi encontrada 
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associação entre polimorfismos no SNP rs2430561 e inflamação ocular em 

decorrência da doença inflamatória sistêmica Vogt-Koyanagi-Harada (Horie et 

al., 2007). Quanto ao marcador rs2069705 também existem relatos na literatura 

de associação entre polimorfismos e susceptibilidade a doenças, tais como 

câncer de mama (Erdei et al., 2010), lúpus eritomatoso (Kim et al., 2010) e 

sepsi (Wang et al., 2014). Porém, não foram encontrados relatos quanto à 

toxoplasmose.  

Embora os marcadores rs2430561 e rs2069705 não tenham 

apresentado associação com a manifestação ocular da toxoplasmose (Tabela 

4), a relação destes marcadores com a produção de IFN- por indivíduos 

soropositivos para toxoplasmose, independente da presença de lesão foi 

avaliada. O marcador rs2430561 teve como maior produtor de IFN- o genótipo 

TT, mas sem significância estatística. A maior frequência de indivíduos altos 

produtores de IFN- (25%; 10/44) também foi observada em portadores desse 

genótipo, seguidos dos indivíduos portando o alelo T em heterozigose (20%; 

9/44) e a menor frequência de altos produtores de IFN- (14%; 1/7) foi 

observada nos indivíduos com genótipo AA (Figura 17D). Esse resultado 

corrobora vários trabalhos na literatura que mostraram associação entre os 

níveis de produção do IFN- e o SNP rs2430561. Segundo Pravica e 

colaboradores (2000), López-Maderuelo e colaboradores (2003), Henao e 

colaboradores (2006) e Dai e colaboradores (2006) o genótipo TT do marcador 

rs2430561 está associado a altos níveis de produção de IFN-, o genótipo AT 

está associado a níveis intermediários de produção e o genótipo AA, a níveis 

de produção mais baixos.  

Não foi observada relação entre a produção de IFN- e os genótipos do 

marcador rs2069705 (Figura 17E). A frequência de indivíduos altos produtores 

de IFN- foi praticamente a mesma entre os indivíduos portando os genótipos 

CC, CT e TT (22%, 22% e 21%, respectivamente). 

Outro marcador avaliado neste estudo que apresentou diferença 

estatística entre indivíduos portando ou não cicatrizes de lesão ocular 

toxoplásmica foi o SNP rs3181035, localizado em região intrônica do gene 

IFNG (Tabela 6). A presença do alelo T deste marcador em homozigose ou 

heterozigose está associado a uma probabilidade 2 vezes maior de 

desenvolver lesão ocular do tipo C (OR=2,1; p=0,015), enquanto a presença do 
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alelo C em homozigose está associada a uma probabilidade 50% menor de 

apresentar lesão tipo C (OR=0,47; p=0,015). Como observado na Tabela 6, o 

valor de p para este marcador, bem como para outros avaliados neste trabalho, 

perde a significância após a correção de Bonferroni. Porém, não se deve 

desconsiderar a importância deste resultado pois não existe um consenso entre 

epidemiologistas e estatísticos sobre este método de correção. A correção de 

Bonferroni é um método estatístico indicado para quando se realiza 

comparações múltiplas (Perneger, 1998). A correção é indicada porque a 

realização de testes múltiplos aumenta as chances de ocorrer erros do tipo I. 

Este tipo de erro consiste em rejeitar a hipótese nula quando a mesma é 

verdadeira, ou seja, o resultado apresenta significância estatística quando na 

verdade a significância aconteceu por acaso. Porém, de acordo com Perneger 

(1998) erros do tipo I não podem diminuir (pela aplicação da correção de 

Bonferroni, por exemplo) sem aumentar os erros tipo II, que são igualmente 

importantes. O erro do tipo II consiste em não rejeitar a hipótese nula quando 

de fato ela é falsa, de modo que as diferenças realmente importantes são 

consideradas como não significativas. Além disso, quando estudos de 

associação genética são conduzidos com vários SNPs, como neste trabalho, 

geralmente os testes realizados para cada SNP não são independentes, pois 

eles apresentam alta taxa de desequilíbrio de ligação (Gao et al., 2008). Esta 

violação da independência limita a habilidade da correção de Bonferroni 

controlar efetivamente o erro do tipo I (Gao et al., 2008). Outro problema 

relacionado ao ajuste de Bonferroni é que a correção considera a hipótese nula 

como universal, segundo a qual as hipóteses nulas de todos os testes 

realizados são verdadeiras ao mesmo tempo, o que raramente é de interesse 

ou utilidade para o pesquisador (Perneger, 1998). Por exemplo, para o gene 

IFGN a hipótese nula universal seria “O grupo controle e o grupo com doença 

ocular são idênticos para todos os cinco SNPs avaliados?” Sendo que o que 

interessa de fato é saber se são idênticos ou diferentes para cada marcador de 

forma independente.  Este é o principal ponto fraco da correção de Bonferroni, 

pois a comparação realizada será interpretada de forma diferente de acordo 

com o número de marcadores avaliados pelo pesquisador (Perneger, 1998).  

Foi visto ainda para o SNP rs3181035 que, independente da presença 

de lesão ocular, os indivíduos que apresentaram o genótipo TT, associado à 
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susceptibilidade à lesão C, produziram os maiores níveis de IFN-, embora sem 

significância estatística. Além disso, o maior percentual de indivíduos altos 

produtores de IFN- estava associado ao genótipo TT (Figura 17B). Não existe 

relato na literatura associando genótipos desse marcador com níveis de 

produção de IFN-. Comparando a produção de citocinas entre grupo de 

indivíduos com cicatrizes de lesão C e o grupo controle, foi observado que a 

produção de IFN- por indivíduos com o genótipo CT, também relacionado à 

manifestação clínica de lesões tipo C, foi maior no grupo com lesão ocular C 

quando comparados ao grupo controle (Figura 19B). Sugere-se, que o aumento 

do IFN- notado no grupo acometido por lesão C pode levar ao desbalanço das 

respostas imune Th1/Th2 o que pode culminar com a manifestação da doença 

ocular. O IFN- tem importante papel na proteção da toxoplasmose ocular, 

porém, como já descrito para outras doenças (Bahia-Oliveira et al., 1998, Zaidi 

e Merlino, 2011), em níveis exacerbados pode causar a destruição e lesão 

tecidual por mecanismos de autoagressão. 

Para o marcador rs1861493, localizado no íntron 3, a presença do 

genótipo AA estava associado a uma probabilidade 3,4 vezes superior de 

desenvolver lesões oculares do tipo C (OR=3,38; pcorrigido=0,025) (Tabela 7). 

Inversamente, a presença do alelo G em homozigose ou heterozigose mostrou 

ser protetora, sendo que a probabilidade de indivíduos carreando o alelo G 

desenvolverem lesões do tipo C é 70% menor do que indivíduos com genótipo 

GG (OR=0,29; pcorrigido=0,025). Polimorfismos neste marcador já mostraram 

associação com o risco à tuberculose (Abhimanyu et al., 2012)  e a miopatia 

inflamatória (Chinoy et al., 2007), porém não foram encontrados relatos prévios 

sobre associação com a toxoplasmose. 

Indivíduos com o genótipo AA para o SNP rs1861493, associado a lesão 

tipo C, tiveram a maior produção de IFN-, mas sem diferença significativa 

(Figura 17C). Esse resultado suscita novamente o contraditório papel do IFN- 

(proteção versus susceptibilidade) no aparecimento de lesões oculares. 

Quando avaliada a produção de IFN- no grupo de indivíduos com lesão C e 

grupo controle foi observado produção semelhante entres esses grupos para os 

genótipos AA e AG (Figura 19C).  
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Quanto ao gene IL13 foi observada que para o marcador rs1295687, a 

presença do genótipo CC estava associado a uma probabilidade 

aproximadamente 6 vezes superior de desenvolver lesões oculares do tipo B, 

quando comparado com a presença do genótipos GG, sendo esta diferença 

significativa mesmo após correção de Bonferroni (OR=5,8; pcorrigido=0,04) 

(Tabela 9). A susceptibilidade do heterozigoto CG é intermediária (OR=1,943), 

um indício que há ausência de dominância. Já a presença do genótipo GG 

confere proteção à doença ocular (Tabela 9). Não foram encontrados relatos na 

literatura sobre este SNP, sendo este o primeiro trabalho a associar 

polimorfismos nesta região com manifestação de doença.    

 Em relação à produção da citocina IL-13 foi visto que, independente da 

presença de lesão ocular, os portadores do genótipo CC do SNP rs1295687 

produziram maiores níveis de IL-13, embora sem significância estatística. Porém, 

os genótipos GG e CG tiveram o maior percentual (17%) de indivíduos altos 

produtores de IL-13 e nenhum indivíduo com genótipo CC foi alto produtor desta 

citocina (Figura 18A), não ficando clara a relação entre genótipo e níveis de 

produção de citocinas. O número reduzido de indivíduos (n=2) carreando 

genótipo GG foi limitante para esta análise. A comparação da produção de IL-13 

em grupos de acometidos por lesão B e grupo controle mostrou que portadores 

do genótipo CG, relacionado às manifestações clínicas de lesões oculares tipo B, 

tinham menor produção de IL-13 no grupo com lesão B do que no grupo controle 

(Figura 20A). Por outro lado, a alta produção de IL-13 por portadores do genótipo 

GG, relacionado à proteção (Tabela 9), não foi capaz de prevenir ao 

aparecimento da lesão tipo B (Figura 20A), indicando natureza multifatorial da 

doença.  

Para o marcador rs7719175, localizado em região promotora, a 

presença do alelo G estava associada a uma probabilidade 4,4 vezes maior de 

desenvolver lesão tipo B (OR=4,36; pcorrigido=0,012), enquanto a presença do 

alelo T em homozigose conferiu redução da probabilidade de desenvolver 

lesão B em aproximadamente 80% (OR=0,23; pcorrigido=0,012) (Tabela 10). 

Isnard e colaboradores (2011) relataram associação de polimorfismos neste 

marcador com a infecção por Schistosoma haematobium. 

Foi visto no presente trabalho que, independente da presença de lesão 

ocular, os indivíduos que apresentaram o genótipo TT para o marcador 
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rs7719175, associado à proteção ao desenvolvimento de lesão B, tiveram o 

maior percentual (19%) de altos produtores de IL-13 dentro do grupo. Por sua 

vez, nenhum indivíduo portando o alelo G, associado à susceptibilidade de 

lesão B, foi alto produtor da citocina IL-13 (Figura 18C). A maior produção de 

IL-13 por indivíduos portadores do alelo protetor T está de acordo com o que foi 

descrito por Van der Pouw Kraan e colaboradores (1999) e Isnard 

colaboradores (2011). Segundo estes pesquisadores o alelo T do SNP 

rs7719175 liga-se ao mesmo fator de transcrição do alelo G, porém com maior 

afinidade. Isso reforça o papel do IL-13 no controle da inflamação intraocular e, 

portanto, na prevenção às lesões oculares. Controversamente, comparando a 

produção de IL-13 em grupos de indivíduos acometidos e controle, foi visto que 

indivíduos do grupo acometido por lesão B, portadores do genótipo GT ou TT, 

produziram mais IL-13 do que o grupo controle (Figura 20B).  Assim sendo, não 

ficou claro nesse trabalho a relação entre o marcador rs7719175 e a produção de 

IL-13.  

Para os demais SNPs avaliados presentes no gene IL13 (rs1800925 e 

rs3091307) não foi observada significância estatística entre grupos de 

indivíduos acometidos por doença ocular toxoplásmica e indivíduos controles 

(Tabela 8). Porém, embora sem relação com a toxoplasmose ocular, foi 

avaliada a associação entre genótipo e produção de IL-13 para estes 

marcadores. O marcador rs1800925, localizado em região promotora, teve como 

maiores produtores de IL-13 indivíduos portadores do genótipo TT, porém sem 

significância estatística. Portadores deste genótipo tiveram ainda a maior 

frequência de indivíduos altos produtores de IL-13 (Figura 18B). O alelo T deste 

polimorfismo desfaz um sítio de metilação do DNA, que consiste na adição de 

um grupamento metil na citosina que precede a uma guanina (sítio CpG) na 

região promotora do gene (Smith e Humphries, 2009). O resultado do presente 

trabalho está de acordo com o que foi proposto por Cameron e colaboradores 

(2006). Estes pesquisadores mostraram que o alelo T acentua a atividade na 

região promotora em células T CD4+, subtipo Th2 e que indivíduos 

homozigotos para o alelo T secretavam os maiores níveis de IL-13 (Cameron et 

al. 2006). Vários trabalhos da literatura mostraram ainda a associação de 

polimorfismos do marcador rs1800925 com doenças diversas, entre elas asma 

(Cui et al., 2012, Tsai et al., 2013), doença pulmonar obstrutiva crônica (Gong 
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et al. 2013), filbrose pulmonar (Ding et al., 2013), malária (Ohashi et al., 2003), 

infecções por Schistosoma mansoni (Grant et al., 2012) e Schistosoma 

haematobium (Isnard et al., 2011). Contudo, nenhum relato foi encontrado 

sobre estudo de associação com a toxoplasmose. 

Quanto ao marcador rs3091307, também localizado em região promotora, 

foi observado que a produção de IL-13 foi estatisticamente maior nos indivíduos 

carreando os genótipos GG e AG. Em relação a frequência de altos produtores 

de IL-13 foi visto que 33% dos indivíduos portadores do genótipo GG (5/15) 

tinham o perfil de altos produtores desta citocina, contra 16% (6/37) e 11% 

(5/45) nos genótipos AA e AG, respectivamente (Figura 18D). Já foi descrito na 

literatura associação de polimorfismos do SNP rs3091307 com a dermatite 

atópica (Namkung et al., 2011) e com o parto prematuro (Harmon et al., 2013), 

porém é a primeira vez que se descreve diferença estatística nos níveis de 

produção da citocina IL-13 em relação aos genótipos deste marcador. 

Acerca do gene CXCL10 foi visto que para o marcador rs3921, 

localizado na região 3’ UTR, a presença do genótipo GG estava associado a 

uma probabilidade aproximadamente 3 vezes superior de desenvolver lesões 

oculares do tipo C quando comparado ao grupo sem lesão (OR=2,82; 

pcorrigido=0,04), enquanto a presença do alelo C em homozigose ou 

heterozigose conferiu redução da chance de desenvolver lesão C em 65% 

(OR=0,35; pcorrigido=0,042) (Tabela 12). Foi mostrado associação entre este 

marcador e a infecção por Aspergillus fumigatus após transplante de células 

tronco alogênica (Mezger et al., 2008), progressão da esclerose múltipla 

(Galimberti et al., 2007) e cardiopatia chagásica crônica (Nogueira et al., 2012). 

Contudo há poucos estudos a respeito da associação de polimorfismos no 

gene CXCL10 e doenças e nenhum relato foi encontrado em relação à 

toxoplasmose. 

Para o marcador rs4256246, localizado em região promotora, a 

presença do alelo G em homozigose mostrou estar associada a uma 

probabilidade 2,6 vezes maior de desenvolver lesão tipo C (OR=2,6; p=0,046), 

enquanto a presença do alelo A em homozigose ou heterozigose reduziu em 

aproximadamente 60% a chance de desenvolver lesão C (OR=0,38; p=0,046) 

(Tabela 13). Não foram encontrados relatos na literatura de associação 
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significativa entre doenças com este marcador, que se encontra na região 

promotora. 

O marcador rs4508917 do gene CXCL10, localizado em região 

promotora, também apresentou associação com a toxoplasmose ocular. A 

presença do alelo G em homozigose para este marcador estava associada a 

uma probabilidade 3 vezes maior de desenvolver lesões oculares do tipo B 

(OR=3,02; pcorrigido=0,036), enquanto a presença do alelo A em homozigose ou 

heterozigose conferiu redução da probabilidade de desenvolver lesão B em 

aproximadamente 70% (OR=0,331; pcorrigido=0,036) (Tabela 14). Este SNP se 

encontra em região promotora e existe relato da sua associação com a malária 

cerebral (Wilson et al., 2013). A presença do alelo G, observada neste trabalho 

estar relacionada à susceptibilidade à toxoplasmose ocular, mostrou-se 

associada a maiores níveis de produção da proteína CXCL10 (Wilson et al., 

2013). Como a quimiocina CXCL10 é secretada por células estimuladas com 

IFN-  (Dufour et al., 2002), supõe-se que maiores níveis desta quimiocina 

estão relacionados também a maiores níveis de IFN-. CXCL10 é 

quimioatraente para células T ativadas (Dufour et al., 2002), indicando um 

possível mecanismo deletério para IFN- em pacientes com lesão tipo B: 

sugere-se que altos níveis de IFN- estejam associados a altos níveis de 

CXCL10 e consequentemente grande infiltração de células T no ambiente 

ocular. Uma vez que indivíduos com lesão B mostraram apresentar níveis 

baixos de IL-13 (Figura 8), a resposta contrarreguladora Th2 não seria 

suficiente para controlar a magnitude da inflamação. Esse desbalanço entre as 

respostas Th1/Th2 pode levar a destruição do tecido retiniano. 

Contudo, não foram avaliados neste trabalho os níveis da quimiocina 

CXCL10 em sobrenadantes das células sanguíneas dos indivíduos com 

diferentes perfis de fundoscopia e sorologia para toxoplasmose. O material 

encontra-se estocado para dosagens futuras.  Trabalhos na literatura têm 

mostrado a importância desta quimiocina na resposta imune a T. gondii e em 

uveítes de etiologia diversa. Brenier-Pinchart e colaboradores (2001) 

mostraram, em modelo experimental, que T. gondii é um potente indutor da 

expressão das quimiocinas CXCL10, além de CXCL9. Isto foi confirmado por 

Khan e colaboradores (2000), os quais viram que após desafio oral de 

camundongos com cistos de T.gondii, houve aumento nos níveis de RNAm 
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para CXCL10. A neutralização desta quimiocina em camundongos infectados 

inibiu o influxo de células T para os tecidos, além de prejudicar as funções 

efetoras destas células, resultando em um aumento da carga parasitária e 

mortalidade (Khan et al., 2000). Outro estudo experimental evidenciou a 

expressão das quimiocinas CCL5, CXCL10 e CCL2, após 14 dias da 

imunização, no extrato de partes do segmento posterior de olhos com uveíte 

experimental autoimune (UEA). Os receptores CCR2, CCR5 e CXCR3 também 

foram expressos. Os dados desse trabalho sugeriram que essas quimiocinas 

poderiam contribuir para o recrutamento de linfócitos Th1 responsáveis pela 

resposta inflamatória na UEA (Keino et al., 2003). Níveis de CXCL10 também 

foram significativamente maiores em indivíduos com uveíte em atividade 

quando comparados aos que apresentavam a forma inativa (Verma et al., 

1997). Em concordância com estes dados, El-Asrar e colaboradores (2004) 

mostraram que no humor aquoso de pacientes com uveíte em atividade, níveis 

mais elevados de CXCL10 foram detectados quando comparado com o grupo 

controle.  

As respostas imunológicas dos indivíduos que apresentam lesões 

cicatrizadas causadas pela infecção por T. gondii ilustram a natureza 

multifatorial da toxoplasmose ocular. Além da genética do hospedeiro, fatores 

como questões ambientais, a idade dos indivíduos, a carga parasitária no 

hospedeiro e o background genético do parasita são igualmente importantes 

para a manifestação da doença. A resposta imune está sujeita as influências de 

cada um desses fatores, além dos não mencionados aqui ou desconhecidos, e 

o perfil de resposta montada pelo hospedeiro certamente afetará a 

apresentação clínica da toxoplasmose ocular. Em conjunto, os resultados deste 

trabalho (Quadro 6), levam a hipótese de que indivíduos com background 

genético para baixos produtores de IL-13 estão associados ao desenvolvimento 

de lesões do tipo B e os genótipos de risco para lesão C estão associados a 

maior frequência de altos produtores de IFN-. Quanto a lesão tipo A, sugere-

se que tenham sido causadas por infecção intrauterina. No entanto, o perfil 

imunológico apresentado por estes indivíduos na fase adulta não reflete, 

necessariamente, as respostas imunes na época da infecção devido a 

imaturidade do sistema imunológico. Não ficou esclarecido, portanto, os 

mecanismos que levam às lesões do tipo A. 
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Quadro 6: Comparação entre parâmetros imunológicos e genéticos associados 

aos diferentes fenótipos de lesões oculares toxoplásmica. 

Perfil 
Clínico 

  

Perfil 
Imunológico 

Perfil Genético 

IFN- IL-13 Genótipo de Risco 
Frequência de Altos 

Produtores  

Lesão A +++ +++ GG (rs2069718_IFNG)  IFN- 

Lesão B +++ + 

CC (rs1295687_IL13)  IL-13 

GG+GT (rs7719175_IL13)  IL-13 

GG (rs4508917_CXCL10) NA
 

Lesão C + + 

CT+TT (rs3181035_IFNG)  IFN- 

AA (rs1861493_IFNG)   IFN- 

GG (rs3921_CXCL10) NA 

GG (rs4256246_CXCL10) NA 

NA: não avaliada a produção da quimiocina CXCL10; 
+++ alta produção de citocinas e + baixa produção de citocinas; 

 menor frequência de altos produtores de citocinas e  maior frequência de altos produtores 
de citocinas. 

 

Como mostrado no quadro 6, oito de doze marcadores avaliados neste 

trabalho estavam significativamente associados à manifestação ocular da 

toxoplasmose. Os genótipos relacionados a maior probabilidade de se 

desenvolver doença ocular do tipo B são: genótipos CC e CG do SNP 

rs1295687 (gene IL13); genótipo GT do SNP rs7719175 (gene IL13) e genótipo 

GG do SNP rs4508917 (gene CXCL10). A comparação entre grupo controle e 

grupo com cicatrizes de lesão ocular do tipo B mostrou que o grupo de 

acometidos por doença ocular teve significativamente (p<0,0001) maior 

frequência de indivíduos apresentando concomitantemente dois ou mais 

genótipos de risco para a doença ocular, enquanto o grupo sem lesão ocular 

tinha a maior frequência de indivíduos não portadores de genótipo de risco ou 

com apenas um (Figura 16A).  

O mesmo foi observado em relação às lesões do tipo C. Quatro SNPs 

avaliados apresentaram genótipos significativamente associados à 

susceptibilidade ao desenvolvimento da doença. São eles: genótipos CT e TT 

do SNP rs3181035 (gene IFNG); genótipo AA do SNP rs1861493 (gene IFNG), 
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genótipo GG do SNP rs3921 (gene CXCL10) e genótipo GG do SNP 

rs4256246 (gene CXCL10). Todos os indivíduos do grupo com lesão C 

apresentaram pelo menos um genótipo de risco para doença ocular e a 

frequência de indivíduos que apresentavam concomitantemente três ou mais 

genótipos de risco foi significativamente superior (p=0,0004) ao grupo sem 

lesão ocular (Figura 16B).  

 Os dados aqui apresentados mostraram que polimorfismos em genes 

de citocinas têm importante papel na modulação da resposta imune, 

conduzindo a diferentes desfechos a infecção por T. gondii. Presume-se que 

uma das possíveis formas de influência dos marcadores avaliados neste 

estudo sobre a doença ocular toxoplásmica seria o fato da mudança de 

nucleotídeo poder influenciar no splicing de RNA ou modificar a afinidade de 

um fator de transcrição pela região promotora, o que certamente poderá alterar 

os níveis de expressão das citocinas. Outra possível explicação é que o 

marcador não tenha influência direta sobre a doença, mas por ele estar em 

desequilíbrio de ligação (DL) com a verdadeira variante causal da doença.  

Os resultados descritos no presente trabalho são muito promissores, no 

entanto, para esclarecer e confirmar a influência da idade e dos polimorfismos 

avaliados na resposta imune e consequentemente na susceptibilidade à 

toxoplasmose ocular, um estudo caso-controle deverá ser conduzido na 

sequência deste trabalho, com casuística maior a fim de se ampliar o número 

de indivíduos estudados e consequentemente o poder estatístico das análises. 

Faz-se necessário estudar em maiores detalhes a produção concomitante de 

IFN- e IL-13 considerando o potencial de ambas as citocinas para eliminação 

do parasita e proteção contra danos no tecido retiniano. O melhor 

entendimento da dinâmica de produção destas citocinas, bem como da 

quimiocina CXCL10 induzida por IFN-, com o avanço da idade cria a 

perspectiva de se poder controlar os processos inflamatórios e possíveis lesões 

no tecido retiniano provenientes da infecção com toxoplasma  
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7 CONCLUSÕES 

 

 Indivíduos com cicatrizes do tipo A apresentaram altos níveis das 

citocinas IFN- e IL-13. Sugere-se que estes indivíduos tenham sofrido infecção 

intrauterina, sendo expostos ao parasita em condições desfavoráveis de defesa, 

devido à imaturidade do sistema imunológico no momento da infecção. No 

entanto, o perfil imunológico apresentado por estes indivíduos na fase adulta não 

reflete, necessariamente, as respostas imunes na época da infecção. Não ficou 

claro, portanto, o mecanismo que leva às lesões do tipo A, podendo estas ser 

decorrentes de uma resposta inflamatória exacerbada ou por danos diretos 

causados pela multiplicação de T. gondii na retina; 

 Já no grupo de indivíduos com cicatrizes do tipo B, observou-se alta 

produção IFN-, porém baixa produção IL-13. Sugere-se assim que estes que 

indivíduos apresentem uma resposta Th1/Th2 desbalanceada, com alta 

produção de IFN- e baixa produção de IL-13, o que pode levar a destruição 

tecidual por mecanismos de autoagressão; 

 Em indivíduos com cicatrizes tipo C, o padrão de secreção para 

citocinas IFN- e IL-13 é mais equilibrado, de forma que se consiga evitar 

danos severos ao tecido ocular e também à multiplicação do parasita; 

 A idade parece ser um importante fator de risco para doença ocular, 

uma vez que foi observado decréscimo significativo na produção das citocinas 

IFN- e IL-13 com o avanço da idade. Associações entre idade, resposta imune 

e susceptibilidade a toxoplasmose ocular podem ter implicações importantes 

para o tratamento da doença ocular toxoplásmica em idosos. A frequência 

alélica da maioria dos marcadores avaliados mostrou-se intermediária entre as 

populações de ascendência europeia e africana ou mais próxima da população 

com ascendência europeia;  

 Foram verificadas associações significativas entre toxoplasmose 

ocular e SNPs nos genes IFNG, IL13 e CXCL10, evidenciando o papel destas 

moléculas no controle da replicação parasitária e proteção contra danos no 

tecido retiniano; 
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 Considerando o potencial das citocinas IFN-, IL-13 e CXCL10, 

faz-se pertinente estudar em maiores detalhes a produção concomitante destas 

moléculas, na perspectiva de se poder controlar os processos inflamatórios e 

possíveis lesões no tecido retiniano provenientes da infecção por Toxoplasma 

gondii.  
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ANEXO 1 

TERMO DE CONSENTIMENTO Livre e Esclarecido 

 

Eu,...................................................................................................................................., 

respondendo por............................................................................................................. 

recebi informações sobre o projeto de pesquisa intitulado “Toxoplasmose ocular em 

Campos dos Goytacazes: investigação de fatores imunogenéticos e ambientais 

determinantes na manifestação de retinocoroidites toxoplásmicas”. Estou ciente de 

que as informações obtidas por este tipo de pesquisa podem auxiliar na compreensão 

dos mecanismos que contribuem para maior ou menor possibilidade de 

desenvolvimento da doença ocular causada pela toxoplasmose. Concordo em 

participar como voluntário no referido projeto de pesquisa desenvolvido na 

Universidade Estadual do Norte Fluminense. A minha participação é voluntária e será 

limitada à doação de amostras de sangue venoso (no máximo trinta mililitros) e aos 

exames oftalmológicos, sobre os quais recebi a orientação dos possíveis riscos e 

desconfortos. Tais desconfortos podem ser pequena dor no momento da picadura e a 

formação de hematomas, após a coleta do sangue e, visão turva durante um período 

de minutos ou alguma horas, após o exame oftalmológico. 

Tenho consciência que a minha participação como voluntário(a) não me trará nenhum 

benefício financeiro. No entanto, conhecer a minha sorologia para toxoplasmose traz-

me o benefício de poder planejar, caso eu seja imune, visitas regulares a 

oftalmologistas para acompanhamento. Bem como estou consciente de que conhecer 

a condição de imunidade ao Toxoplasma gondii previamente à gravidez traz o 

benefício da orientação de prevenção da infecção congênita (isto é, durante a 

gravidez) necessária em pacientes não imunes.  

Caso eu concorde em participar como voluntário(a) neste projeto de pesquisa, os 

meus dados não serão revelados a ninguém e a minha identidade será preservada. 

Sei também que para preservar minha identidade, serão utilizados códigos, ao invés 

de nomes, durante todas as etapas do estudo. 

Fui informado(a) de que não devo esperar resultados imediatos ou pessoais a não ser 

o do diagnóstico sorológico e do exame ocular, e que poderei a qualquer momento me 

retirar do projeto de pesquisa, por qualquer motivo, sem que isso acarrete em prejuízo 

à continuidade do meu acompanhamento médico como também a nenhum outro 

paciente do meu convívio ou membro de minha família. Estou ciente que o sangue que 

forneci, para o referido projeto de pesquisa, será enviado ao exterior, onde parte das 

análises será feita e, posteriormente, armazenado ou eliminado, segundo minha 
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autorização expressa no termo de consentimento para estocagem e uso futuro de 

espécimes coletadas. 

 

Qualquer dúvida dirigir-se ao Laboratório de Biologia do Reconhecer (UENF) ou aos 

pesquisadores envolvidos referidos abaixo: 

Profa. Lílian Maria Garcia Bahia Oliveira              Telefone: (22)27397255 / 27397165 

 

Campos dos Goytacazes, ________de ____________________de 20___ 

 

 

_____________________________ 

Assinatura do voluntário 

 

_____________________________ 

Assinatura do pesquisador responsável 
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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: investigação de fatores imunogenéticos e ambientais 

determinantes na manifestação de retinocoroidites toxoplásmicas”, não seja totalmente 

utilizado, eu autorizo que o restante seja: 

 

 Eliminado. 

 Destruído depois de ____ anos. 

 Armazenado e possa ser usado em pesquisas futuras com o mesmo 

propósito do atual projeto de pesquisa  

 Armazenado e possa ser usado em pesquisas futuras de qualquer 

tipo. 

 Armazenado indefinidamente 

Armazenado somente com autorização do CEP 

 

Quero que minha identidade seja: 

 

 Removida do material restante.  

 Mantida no material restante 

 

NOME DO PARTICIPANTE: _____________________     P:            ID:                

ASSINATURA DO PARTICIPANTE: _____________________________ 

NOME DO RESPONSÁVEL:____________________________________ 

ASSINATURA DO RESPONSÁVEL:______________________________ 

NOME DA TESTEMUNHA:____________________________________ 

ASSINATURA DA TESTEMUNHA:_______________________________ 

DATA: _____/_____/_____ 
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ANEXO 2 

 

 

 

 


