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RESUMO
Estima-se que 30% da populacdo mundial esteja infectada pelo protozoario
Toxoplasma gondii. Em Campos dos Goytacazes a endemicidade da
toxoplasmose atinge 57,2% da populacdo. Estudos indicam que as
manifestacdes oculares da toxoplasmose em Campos podem atingir cerca de
30% da populacao infectada. Neste trabalho, investigamos polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) nos genes de IFNG, IL13 e CXCL10 e avaliamos os
niveis das citocinas IFN-y e IL-13 produzidas por células do sangue periférico
da populacdo de estudo. Os parametros imunologicos e genéticos foram
comparados em individuos de diferentes faixas etarias, agrupados quanto a
sorologia para toxoplasmose e presenca ou auséncia de lesdo ocular
toxoplasmica. Foi observado que individuos com lesdes 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 lesdes retinianas tenham sido originadas por mecanismos de
destruicdo distintos. N&ao ficou claro o mecanismo que leva as lesfes tipo A,
podendo estas ser decorrentes de uma resposta inflamatéria exacerbada ou por
danos diretos causados por T. gondii. Os individuos com lesdao tipo B
apresentaram uma resposta Th1/Th2 desbalanceada, com alta producédo de
IFN-y e baixa producéo de IL-13, o que pode levar a lesdo por mecanismos de
autoagressao. Em individuos com lesdes tipo C, o padréo de secrecéo de IFN-
v e IL-13 é mais equilibrado, de forma que se consiga evitar danos severos ao
tecido ocular e também a multiplicacdo do parasita. Foi visto ainda que a idade
€ um importante fator de risco para doenca ocular, uma vez que foi notado
decréscimo significativo na producédo de IFN-y e IL-13 com o envelhecimento.
SNPs em genes codificadores das citocinas IFN-y e IL-13 e da quimiocina
CXCL10 também mostraram associacdo com a susceptibilidade as
manifestacdes oculares da toxoplasmose. O estudo combinado de parametros
imunoldgicos e genéticos cria a perspectiva de se poder controlar os processos
inflamatorios e possiveis lesbes no tecido retiniano provenientes da infeccéo

por Toxoplasma gondii.

Palavras chave: Toxoplasma gondii, retinocoroidite, SNP, IFN-y, IL-13,
CXCL10.



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 (SNPSs) in
genes of IFNG, IL13 and CXCL10 and evaluate the levels of cytokines IFN-y
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-y 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-y
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-y and IL-13 with aging.
SNPs in genes coding for cytokines IFN-y 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-y, IL-13, CXCL10.
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1 INTRODUCAO

O protozoario Toxoplasma gondii € um parasita intracelular com ampla
distribuicdo geografica e alta prevaléncia soroldégica mundial. Estima-se que um
terco da populagdo mundial esteja cronicamente infectada por T. gondii (Tenter et
al., 2000). Em Campos dos Goytacazes a toxoplasmose €é endémica,
apresentando prevaléncia de 57,2% de infectados. Considerando apenas a
populacdo de baixo poder aquisitivo, que recebe pouca atencdo medica e
sanitaria, o nivel de prevaléncia desta infec¢éo atinge 84,8% (Bahia-Oliveira et
al., 2003).

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

As respostas imunes as infec¢cdes sao frequentemente dominadas por
populacdes de linfécitos Thl ou Th2 e as propor¢cdes relativas dessas
subpopulac¢des durante a resposta imune sédo 0s principais determinantes para
o desfecho de uma infeccao (Infante-Duarte e Kamradt, 1999). As células Thl
apresentam um perfil pré-inflamatério e produzem citocinas como IFN-y, as
quais estimulam a atividade microbicida dos fagoécitos e induzem a producéo de
anticorpos opsonizantes e fixadores de complemento pelas células B. Por outro
lado, as células Th2 secretam citocinas anti-inflamatérias, como a IL-13, as
quais inibem a ativacdo de macréfagos e reacdes mediadas por células Thl
(Abbas et al., 2008; Paul e Seder, 1994). As citocinas produzidas em resposta
a uma infecgdo sdo de importancia critica para protecdo ou susceptibilidade a
doencgas, pois desempenham importantes funcées na regulagcdo da resposta
imune. Alteracdes nos niveis de producdo destas moléculas podem contribuir
para o inicio e/ou agravamento de doencas de etiologias diversas (Infante-
Duarte e Kamradt, 1999).
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Uma caracteristica central na infeccao por T. gondii é a inducdo de uma
forte resposta imune Thl, marcada pela producéo IFN-y, dentre outras citocinas
pré-inflamatérias (Munoz et al. 2011). Essa resposta imune pré-inflamatéria €
contrabalanceada pela acdo de citocinas anti-inflamatérias do padrédo Th2, as
quais controlam a producdo do IFN-y (Munoz et al. 2011). No contexto da
toxoplasmose ocular, a resposta imune local desenvolvida contra T. gondii
torna-se bastante complexa, pois 0 ambiente ocular é um sitio
imunoprivilegiado, porém, a polarizacdo da resposta para o perfil Thl é
requerida para controle do niumero de parasitas. Assim sendo, o padrao pro-
inflamatério Thl pode comprometer o privilégio imune e causar danos teciduais
(Lyons et al., 2001). A quimiocina CXCL10, produzida em resposta ao estimulo
de células por IFN-y também pode ter importante papel nas respostas imunes
intraoculares, uma vez que sado quimioatraente para células T ativadas,
principalmente do perfil Thl (Dufour et al. 2002). O papel da IL-13 no controle
da resposta inflamatoria intraocular ja foi mostrada por Lemaitre (2001). Foi
demonstrado, em modelo experimental de uveite induzida por endotoxina, que
IL-13 modula a inflamacéo intraocular promovendo decréscimo de moléculas
pré-inflamatérias do padrdo Thl (Lemaitre, 2001). O melhor entendimento do
balanco entre as respostas Thl e Th2 pode contribuir para a mais perfeita
compreensao da patogenia da toxoplasmose ocular.

A andlise de polimorfismos em genes que codificam citocinas e
guimiocinas, bem como a dosagem da producdo de moléculas de padrbes
antagonicos de resposta, como IFN-y e IL-13, poderdo contribuir para a
producdo de conhecimento relacionada a susceptibilidade de manifestacfes
oculares da toxoplasmose. O estudo combinado de parametros imunolégicos e
genéticos podera elucidar aspectos relevantes associados com a manifestacao
e/ou agravamento da retinocoroidite toxoplasmica, o que certamente auxiliara na
elaboracdo de estratégias de interven¢es imunoldgicas que possam favorecer

0 manejo clinico da doenca.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatério e um dos
protozoarios parasitas mais bem sucedidos, com ampla distribuicdo geografica e
alta prevaléncia sorolégica mundial. Estima-se que um ter¢co da populacao
mundial esteja cronicamente infectada por T. gondii (Tenter et al., 2000). Em
Campos dos Goytacazes-RJ, 57,2% de uma amostragem populacional de 1436
individuos apresenta sorologia positiva para T. gondii. Na populac¢do de baixo
poder aquisitivo, que recebe pouca atencdo meédica e sanitaria, o nivel de
prevaléncia desta infec¢éo atinge 84,8% (Bahia-Oliveira et al., 2003).

Na Europa e América do Norte, a infeccao por T. gondii esté relacionada,
principalmente, a trés linhagens genéticas classificadas como tipo I, tipo Il e tipo
lll, as quais apresentam, experimentalmente, viruléncia e capacidade de
formacéo de cistos diferentes (Howe e Sibley, 1995). A linhagem do tipo | é a
mais virulenta em modelo murino e camundongos infectados com esta linhagem
ndo desenvolvem infeccéo cronica. Por esse motivo, tem-se especulado que tal
linhagem n&o produza oocistos (Johnson, 1997). Ja as cepas dos tipos Il e I
sdo menos virulentas, com maior tendéncia a diferenciacdo em bradizoitos,
encistamento nos tecidos e estabelecimento da infecgéo cronica (Grigg et al.,
2001). Nestas regibes, as linhagens do tipo I, Il e Ill sdo encontradas em mais de
95% dos isolados e devido a esta pequena variabilidade genética, o parasita foi
previamente considerado clonal, sendo que isolados n&o-clonais eram
considerados atipicos (Howe e Sibley, 1995). Porém, estudos mais recentes com
parasitas isolados de humanos e animais em outras regibes geograficas tém
mostrado variabilidade genética bem superior a descrita anteriormente. Pena e
colaboradores (2008) mostraram que, em 125 isolados de gatos, galinhas e
cachorros no Brasil, 48 gendtipos distintos foram identificados pela técnica PCR-
RFLP. Os gendtipos mais frequentes foram categorizados em grupos
denominados Brl, Brll, Brlll e BrlV, os quais correspondiam a um quarto dos
genotipos identificados. Nenhuma linhagem genética semelhante a linhagem do
tipo Il da Europa e América do Norte foi encontrada no Brasil (Pena et al., 2008).
Em modelo murino, a linhagem Brl é altamente virulenta, a linhagem Brlll &

avirulenta e as linhagens Brll e BrlV apresentam viruléncia intermediaria (Pena et
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al., 2008).

O protozoéario Toxoplasma gondii pode ser encontrado na natureza sob
trés formas distintas: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos. O taquizoito € a
principal forma encontrada durante a fase aguda da infec¢do, o qual invade a
célula hospedeira ativamente. A multiplicacdo € rapida e se da por
endodiogenia, processo pelo qual duas células filhas s@o originadas dentro de
uma célula mae que ao se romper origina dois organismos (Dubey et al., 1977).
O bradizoito é a forma encontrada durante a fase cronica da infec¢cdo em varios
tecidos, tais como retina, musculo esquelético, sistema nervoso central e
coracdo. A multiplicacdo é lenta e também se d& por endodiogenia (Frenkel,
1973). Encontram-se no interior dos cistos que sdo formados dentro das
células hospedeiras, 0s quais podem persistir por anos nos tecidos (Remington
e Laison, 1961). O esporozoito é a forma resultante da reproducdo sexuada
que ocorre no intestino dos felideos. Sao organizados no interior dos oocistos,
0s quais sao liberados nas fezes dos felideos. Os oocistos sofrem esporulacdo
no meio ambiente entre o 1° e 21° dia ap6s serem eliminados com as fezes e
depois de maduros contém dois esporocistos, com quatro esporozoitos cada
um (Dubey et al., 1970). Estes oocistos sdo muito estaveis e altamente
infecciosos, permanecendo viaveis por até 18 meses no solo em condi¢cdes
adversas de pH, salinidade, umidade e temperatura, podendo contaminar agua,
alimentos e animais (Dubey et al., 1996).

O sucesso de T. gondii como patdégeno é atribuido a 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 vacuolo
parasitoforo (VP) (Nichols et al., 1983). Este compartimento especializado forma-
se por incorporacdo dos fosfolipidios da célula hospedeira, porém, as proteinas
transmembranas sdo excluidas do vacuolo pelo parasita, o qual continua a
modificar a composicdo do VP inserindo proteinas e lipidios provenientes de
suas organelas secretoras. Tais moléculas contribuem para transformar o VP em
um compartimento que ndo se funde com os compartimentos endociticos e,
assim, torna-se um local seguro para a replicacdo do parasita (Lingelbach e
Joiner, 1998).
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2.2 Ciclo bioldgico

O protozoario Toxoplasma gondii tem como hospedeiro definitivo o gato e
outros felideos. Nestes hospedeiros o ciclo evolutivo do parasita inclui
reproducdo sexuada e assexuada. Os humanos e muitos outros animais s&o
hospedeiros intermediarios, nos quais apenas o ciclo assexuado ocorre (Dubey,
1998).

Qualquer hospedeiro susceptivel adquire a infeccdo ao entrar em
contato com taquizoitos, cistos contendo bradizoitos ou oocistos contendo
esporozoitos. As formas infectantes invadem varias células do organismo e
formam o VP, onde se multiplicam por endodiogenia dando origem a novos
taquizoitos. Ap6s a multiplicacédo, T. gondii deixa a célula hospedeira e infecta
células adjacentes. Esta fase inicial € denominada aguda e taquizoitos podem
ser encontrados em diferentes tecidos, onde provocam reacdo inflamatoria
constituida essencialmente por infiltrado de células mononucleares (Gazzinelli
et al., 1993). A eliminacdo dos taquizoitos ocorre pelo desenvolvimento da
imunidade do hospedeiro, levando ao desaparecimento dos parasitas livres e
reduzindo a multiplicacdo intracelular dos mesmos. Nesta fase ocorre
diminuicdo da sintomatologia e a formacdo dos cistos teciduais, o que
caracteriza o inicio da fase crbnica (Dubey, 1998). A reativacdo da fase aguda
pode ocorrer em qualquer época e estad relacionada a fatores como a
diminuicdo da imunidade do hospedeiro, a predisposicdo genética e a
viruléncia do parasita (Bhopale, 2003).

A reproducéo sexuada do parasita ocorre somente nas células epiteliais
do intestino delgado de gatos e outros felideos (Tenter et al., 2000). Nao é
conhecida a razdo pela qual a reproducédo sexuada sé ocorre nestes animais,
mas devido a este fato, os felideos tém papel crucial na transmissédo de T.
gondii, ja que eles sdo 0s Unicos hospedeiros capazes de excretar em suas
fezes os oocistos do parasita (Tenter et al., 2000). O gato pode se infectar pela
ingestao de cistos teciduais na carne de passaros e roedores ou pela ingestao
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 varios
merozoitos. O conjunto dos merozoitos dentro do VP é denominado

esquizonte. Com o rompimento da célula ocorre a liberacdo dos merozoitos
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gue invadem outras células e se transformam em gametécitos (microgametas e
macrogametas). Apos a maturacéo, os microgametas masculinos fecundam os
macrogametas femininos formando o ovo ou zigoto, o qual é envolvido em uma
rigida membrana cistica e é eliminado como um oocisto ndo esporulado junto
com as fezes do animal (Ferguson, 2009). O gato elimina oocistos por
aproximadamente um més, com o pico de producdo ocorrendo entre 0 5° e o0 8°
dias de infeccdo. Estes oocistos, ap0s sofrerem esporulacdo no ambiente,
contém 0s esporozoitos e se ingeridos por gatos ou qualquer outro animal,
dard origem a formas multiplicativas pelo ciclo sexuado ou assexuado
(Ferguson et al., 1975).

2.3 Transmissao de Toxoplasma gondii

A principal fonte de contaminacdo ambiental por T. gondii se d& pelos
oocistos liberados juntamente com as fezes dos felideos e a infeccdo de
humanos e outros animais pode ocorrer pelo contato com solo, agua e
alimentos contaminados com estes oocistos (Jackson e Hutchison, 1989).
Estudos realizados no Municipio de Campos dos Goytacazes mostraram
associacdo entre a ingestdo de agua ndo tratada e a ocorréncia de
toxoplasmose em populacédo de baixo poder aquisitivo, vivendo em condi¢des
precérias de saneamento basico (Bahia-Oliveira et al., 2003). Moura, Bahia-
Oliveira e colaboradores (2006) mostraram também a relacdo entre
toxoplasmose e o consumo de 4gua contaminada com oocistos, em Santa
Isabel do Ivai/PR. Esses dados, juntamente com o relato da sobrevivéncia de
oocistos em agua salgada permanecendo esporulado por meses (Boyer et al.,
2005), reforcam a importancia da contaminacdo dos reservatérios de agua na
epidemiologia da toxoplasmose.

O protozoério T. gondii pode ser transmitido também pela ingestdo de
cistos teciduais presentes em carne crua ou mal cozida (Weiman e Chandler,
1954). A infeccdo transplacentaria € outra importante via de transmissdo do
parasita, principalmente quando a infec¢cdo é adquirida pela mde durante a
gestacdo (Desmonts e Couvreur, 1974). As mulheres que apresentam
sorologia positiva antes da gravidez tém pouco risco de contaminar o feto, pois
0 parasita tende a permanecer em sua forma encistada sob controle do sistema

imunoldgico (Remington et al., 2001).
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Outras formas de infeccdo de menor importancia epidemiologica
também podem ser citadas, tais como: transfusdo sanguinea (Neto et al.,
1963), ingestdo de taquizoitos em leite ou saliva contaminada (Cathie, 1954,
Chiari e Neves, 1984), inalacdo de taquizoitos por lambedura ou perdigotos
(Levi et al.,, 1968), deposicdo de taquizoitos na mucosa vaginal junto com
esperma (Kawazoe, 2003), acidentes de laboratorio (Frenkel et al., 1960) e

transplante de 6rgaos (Remington et al., 2001).

2.4 Manifestacdes oculares da toxoplasmose

A infeccdo causada por T. gondii geralmente é assintomatica 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 € capaz de causar infeccdo
disseminada em fetos em desenvolvimento (Desmont e Couvreur, 1974),
severas complicagbes neurologicas em individuos imunocomprometidos ou
imunossuprimidos (Luft et al., 1993) e patologias oculares graves em individuos
saudaveis (Roberts e McLeod, 1999).

Quando ha doenca ocular, a retina é o sitio primario de infec¢éo por T.
gondii, porém, com o curso da lesdo, pode ocorrer o comprometimento
secundario da coroide, levando a quadros de retinocoroidite com diferentes
graus de severidade (Nussenblatt e Belfort, 1994). O parasita atinge o olho por
meio da circulacdo sanguinea, na condicao de parasitas livres e também dentro
de leucécitos circulantes, ou pelo nervo 6ptico, 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
modulacdo de moléculas de adesédo de macroéfagos infectados (Da Gama et al.,
2004). Uma vez infectados em é&reas de entrada do parasita no organismo,
como mucosa intestinal, os macréfagos sofrem alteracdo na sua fisiologia,
capaz de fazer com que eles se difundam pelos tecidos sem o
comprometimento da sua viabilidade, o que exporia 0 parasita ao sistema
imune do hospedeiro. Dessa forma, o protozoario T. gondii seria carreado para
sitios imunoprivilegiados, atravessando as barreiras teciduais naturais,
protegido do sistema imune por estar dentro do leucdcito do hospedeiro, que

pode funcionar como “cavalo de Tréia” (Da Gama et al., 2004).
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A toxoplasmose é uma das principais causas de uveite em varias partes
do mundo (Holland et al., 1999) e é responsavel por mais de 85% dos casos de
uveite posterior no sul do Brasil (Silveira et al., 1988; Melamed, 2009). Nos
Estados Unidos, a prevaléncia da doenca ocular é de 2% para a populacéao
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 prevaléncia de doenca ocular pode atingir 30% da populacéo
soropositiva.

Manifestacbes oculares da toxoplasmose podem resultar de infeccao
congénita ou adquirida apés o nascimento (Montoya e Remington, 1996). A
forma ocular da toxoplasmose congénita pode ser subdividida em: forma
neonatal, quando a lesdo estd presente ao nascimento; forma de aparicédo
tardia, que ocorre em qualquer época da vida, principalmente entre a 22 e 32
décadas de vida. Nunca se deve subestimar a toxoplasmose congénita sem
lesbes oculares, pois cistos teciduais contendo parasitas podem estar
quiescentes nas células retinianas e alteracdes imunoldgicas podem provocar o
rompimento destes cistos, levando a quadros de toxoplasmose ocular (Oréfice
e Bahia-Oliveira, 2005). J4 a toxoplasmose ocular adquirida apds o nascimento
pode ser subdividida em: concomitante, quando ocorre junto com a doenca
sistémica; tardia, quando ha um intervalo variavel de tempo entre as doencas
sistémica e ocular (Oréfice e Bahia-Oliveira, 2005).

Existem graves problemas visuais associados a toxoplasmose como,
formacdo secundéaria de catarata, glaucoma e vasculite retiniana (Garweg,
2005). Caso o parasita atinja a macula, regido da retina responsavel pela visdo
de maior precisdo, 0s prejuizos sao ainda maiores, podendo levar a cegueira
(Oréfice e Bahia-Oliveira, 2005). Relatos da literatura sugerem que a
localizagdo da lesdo ndo ocorre como um evento randdémico. Mets e
colaboradores (1996) mostraram que 58%, de uma amostragem de 89 recém-
nascidos com retinocoroidite toxoplasmica congénita, tinham lesdes maculares.
Considerando que a macula compde apenas 5% da area total da retina,
sugere-se que a presenca de lesdo nesta regido ndo seja aleatéria. Outros
autores mostraram também a desproporcionalidade da frequéncia de lesdes na
macula (Dodds et al., 2008; Friedmann, 1969). A infeccdo congénita, em

estagios recentes de desenvolvimento da retina, pode favorecer o envolvimento
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macular devido a possibilidade da vascularizacdo da retina periférica estar
ainda incompleta (Holland, 2009). Diferencas histoldégicas entre macula e
retina periférica pode também influenciar na predominéncia de lesbes
maculares, até mesmo nos casos de infeccdo pds-natal. Um estudo feito com
olhos de individuos po6s-morte mostrou que macréfagos, os quais participam da
defesa contra infeccdo por T. gondii, foram encontrados significativamente em
menor nimero na macula do que na retina posterior (Yang et al., 2000).

Os motivos pelos quais algumas pessoas desenvolvem a doenca ocular,
enquanto outras permanecem assintomaticas ndo estdo completamente
elucidados. A idade, background genético e o estado imunolégico do
hospedeiro, gendtipo do protozoéario, nimero de parasitas e via de infeccdo
podem explicar algumas destas diferencas (Holland, 2004). Estudo
desenvolvido no Brasil mostrou que a idade elevada foi maior fator de risco
para a doenca ocular entre individuos infectados com T. gondii (Portela et al.,
2004), tendo sido a prevaléncia de toxoplasmose ocular significantemente mais
alta em individuos com mais de 50 anos. Dados na literatura sugerem que
individuos mais velhos, de fato, ttm um risco maior de envolvimento ocular,
seguido de infeccdo recentemente adquirida do que individuos jovens. Bosch-
Driessen e colaboradores (2002) observaram que nos individuos com média de
idade de 29,9 anos, a toxoplasmose ocular foi primeiramente vista quando
esses individuos tinham evidéncia sorolégica de infeccdo adquirida
remotamente. Ja os individuos com meédia de idade de 50,6 anos a
toxoplasmose ocular foi primeiramente detectada quando eles tiveram
evidéncia sorolégica de infeccdo recente. Esses dados sugerem que, em se
tratando de uma primo-infeccdo pds-natal, individuos mais velhos estdo sob
maior risco de envolvimento ocular, do que individuos jovens (Bosch-Driessen
et al., 2002). Além disso, tem sido mostrado que em individuos mais velhos a
doenca ocular é mais severa (Holland 2004, 2009, Dodds et al., 2008).

2.5 Classificacdo das lesGes oculares toxoplasmicas

As cicatrizes de retinocoroidite toxoplasmica carecem de uma
classificacdo que considere a diversidade de manifestacdes clinicas. O critério
adotado por estudos epidemioldgicos tem sido subjetivo categorizando-as,

frequentemente, em termos da probabilidade de serem causadas pela
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manifestacdo ocular da toxoplasmose (Glasner et al., 1992, Bahia-Oliveira et
al., 2001). No entanto, esforcos vém 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 classificacdo proposta por Bahia-Oliveira e
colaboradores (2009, 2012) que reflete o estado de destruicdo da retina.
Lesdes cicatrizadas da retina apresentando alto, médio ou baixo grau de

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

Figura 1: Classificagdo das lesdes oculares decorrentes da infecgcdo por

Toxoplasma gondii. A: Cicatrizes de leséo tipo A (seta vermelha); B: Cicatrizes
de lesao tipo B (seta laranja); C e D: Cicatrizes de leséo tipo C (seta amarela); E
e F: Cicatrizes de les6es multiplas. Fonte: Bahia-Oliveira et al., 2012.

As lesOes cicatrizadas do tipo A apresentam limites bem marcados,
usualmente circundadas por um halo pigmentado e com uma area central clara,
a qual representa uma area de atrofia coriorretiniana, permitindo a visualizagéo
da esclera. O halo pigmentado pode ser explicado pela rapida proliferacdo do
epitélio pigmentar da retina mobilizando-se para recompor o tecido danificado,
0 gque pode causar hiperpigmentacao (Figura 1A). As lesdes cicatrizadas do

tipo B sdo caracterizadas por uma area central tipicamente hiperpigmentada
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circundada por um halo hipopigmentado. Nesse caso, a reacao inflamatoria é
provavelmente de menor intensidade e o reparo tecidual parece ser mais eficaz
que na leséo tipo A (Figura 1B). As lesOes cicatrizadas do tipo C possuem
aspecto morfologico inespecifico, podendo apresentar-se pigmentadas e/ou
atroficas, sendo os danos causados ao tecido retiniano menos severos que 0S
causados pelas lesbes A e B (Figura 1C e 1D). Os individuos afetados pela
toxoplasmose ocular podem apresentar cicatrizes de um unico tipo de lesao
(Figura 1A-D) ou cicatrizes de lesbes com multiplos graus de severidade
(Figura 1E e 1F).

2.6 Respostaimune ao protozoario Toxoplasma gondii

A resposta imune do hospedeiro a infeccdo por T. gondii pode variar
muito entre os individuos e parece depender fortemente do background
genético e do estado imunoldgico do hospedeiro (Munoz et al., 2011). Uma
caracteristica central na infeccdo por T. gondii é a inducdo de uma forte
resposta imune Thl, marcada pela producéo IFN-y dentre outras citocinas pro-
inflamatérias (Munoz et al. 2011). Essa resposta imune pro-inflamatoria é
contrabalanceada pela acdo de citocinas anti-inflamatorias do padrdo Th2
induzidas simultaneamente pelo parasita, as quais controlam a producdo do
IFN-y (Munoz et al.,, 2011). A acdo combinada destas citocinas protege o
hospedeiro da rapida proliferacdo do parasita e de alteracBes patoldgicas
decorrentes da resposta imune (Montoya e Liesenfeld, 2004).

2.6.1 Citocinas IFN-y e IL-13 e 0 balan¢o Th1/Th2

A hipétese Thl/Th2 emergiu no final de 1980, decorrentes de
observacdes, em modelo murino, de subtipos de células T CD4" ou T helper
gue apresentavam padrdes de secrecdo de citocinas distintos (Kidd, 2003). As
células T helper (Th) podem se diferenciar, basicamente, em dois subconjuntos
de células (Thl ou Th2) que produzem conjuntos diferentes citocinas e,
portanto, desempenham func¢bes efetoras distintas (Mosmann et al., 1986).
Sabe-se, atualmente, que existem outros subconjuntos celulares, com padréo
heterogéneo de producdo de citocinas, entretanto, as respostas imunolégicas
sao frequentemente dominadas por uma das duas populagdes, Thl ou Th2 e

as proporc¢oes relativas dessas subpopulagdes durante a resposta imune sao
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0s principais determinantes para o desfecho de uma infec¢ao (Infante-Duarte e
Kamradt, 1999).

As células Thl apresentam um perfil pré-inflamatério e produzem
citocinas como IFN-y, IL-2, TNF-a, as quais estimulam a atividade microbicida
dos fagocitos e induzem a producéo 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 producédo de anticorpos
da classe IgE, favorecem ativacdo de eosindfilos e mastdcitos e inibem a
ativacdo de macrofagos e reacdes mediadas por células Thl (Mosmann et al.,
1986, Abbas et al., 2008; Paul e Seder, 1994).

As citocinas produzidas por células T helper sdo de importancia critica
para protecdo ou manifestacdo de doencas, pois desempenham importantes
funcBes na regulacdo da resposta imune. Alteracdes nos niveis de producao
destas moléculas podem contribuir para o inicio e/ou agravamento de doencas
de etiologias diversas (Infante-Duarte e Kamradt, 1999). Um balanco entre as
respostas Thl e Th2 é necessario para erradicar eficazmente um patégeno:
geralmente o padrdo de resposta inicialmente necessario para eliminar o
parasita pode causar dano se a resposta for muito intensa. Por isso precisa ser
devidamente regulado pelo padrdo de resposta oposto, garantindo tanto a
eliminacdo do agente infeccioso quanto o equilibrio da resposta imune,
evitando, dessa forma, possiveis mecanismos de autoagresséao (Infante-Duarte
e Kamradt, 1999).

O IFN-y é a principal citocina do subgrupo Thl das células T CD4+, mas
também é produzido por células T CD8+ e células NK (Commins et al., 2010).
Ha evidéncias de que ainda outras células, tais como células B, células NKT e
células apresentadoras de antigenos produzam IFN-y (Carnaud et al., 1999,
Harris et al., 2000, Frucht et al., 2001). O IFN-y medeia o aumento da
expressdo de moléculas de MHC de classe | e Il, estimula a apresentacao de
antigenos e a producao de citocinas por células apresentadoras de antigenos.
Acentua, ainda, a funcdo microbicida de fagocitos mediante estimulo da sintese
de intermediérios reativos de oxigénio e producgdo Oxido nitrico, resultando em
reacoes inflamatérias ricas em macrofagos ativados no sitio da infeccao,
capazes de matar patdgenos intracelulares. Além disso, o IFN-y estimula

atividade de células NK e neutrdfilos e inibe a proliferacéo de células do padréo
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de resposta Th2 (Abbas et al., 2008; Commins et al., 2010). O IFN-y estimula
ainda a producdo de CXCL10, uma importante quimiocina relacionada ao
recrutamento de células do padrdo Thl de resposta imune para sitios de
infeccdo (Khan et al., 2000).

Relatos da literatura tém sugerido que ha um decréscimo na producéo
do IFN-y durante o processo de envelhecimento do sistema imune
(imunossenescéncia). Segundo Rink e colaboradores (1998), durante o
envelhecimento, ha queda na producéo das citocinas IL-2, IL-12, IFN-a, além
do IFN-y, comprometendo a resposta imune adaptativa e possibilitando o
aparecimento de doencas relacionadas a idade, em humanos. Diminuicdo na
producéo de IL-2, IL-12, IFN-y por células T CD4" foi descrita por Torres e
colaboradores (2011). Pawelec e colaboradores (1998) relataram que ha um
déficit na producdo de IFN-y associado a idade, por células NK de
camundongos e de humanos, que secundariamente pode levar a disfuncdes de
macrofagos. Borrego e colaboradores (1999) também mostraram que células
NK de idosos tiveram producao reduzida de IFN-y. Krishnaraj e Bhooma (1996)
mostraram que a producao, in vitro, de IFN-y induzida por IL-2 recombinante foi
diminuida em células NK de individuos mais velhos. Foi visto, tanto em modelo
experimental quanto em humanos, que ha menor producéo de IFN-y por células
NKT de individuos mais velhos (Mocchegiani e Malavolta 2004). Apos estimulo
com o mitdbgeno concanavalina A, esplendécitos de camundongos mais velhos
também apresentaram decréscimo na producdo de IFN-y quando comparados
a camundongos jovens (Sharma et al., 2013). Abb e colaboradores (1984)
também demonstraram declinio na secrecao, in vitro, de IFN-y e IFN-a por
células mononucleares do sangue periférico de individuos mais velhos quando
comparadas as células de individuos mais jovens, sugerindo que essa
deficiéncia possa estar envolvida na susceptibilidade dos idosos a infeccdes
virais e doengas 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
basofilos, eosindfilos e células NK (Abbas et al., 2008, Hoshino et al., 1999). IL-

13 tem como caracteristicas funcionais o estimulo a troca de classe da cadeia
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pesada das imunoglobulinas para o isotipo IgE, ativacdo de mastocitos e
eosindfilos, inibicdo da producgéo de citocinas pro-inflamatérias do padrédo Thi,
estimulo a secrecdo de muco e estimulo da producdo de colageno por
macréfagos e fibroblastos, levando a fibrose (Abbas et al., 2008; Wynn, 2003).
Exerce um papel dominante na resisténcia a nematdédeos gastrointestinais e
por regular a imunidade mediada por células do padrdo Thl, modula a
resisténcia a organismos intracelulares (Wynn, 2003).

Poucos trabalhos na literatura relatam a influéncia da idade sobre a
producdo de IL-13. Sugawara e colaboradores (2011), apds inoculacdo de
camundongos com larvas do helminto Heligmosomoides polygyrus,
observaram aumento na expressdo dos genes de IL-4 e IL-13, porém em
camundongos mais velhos esta expressao foi significativamente menor do que
em jovens. Foi também mostrado que quando camundongos de diferentes
idades foram sensibilizados e desafiados com ovalbumina, a produgao 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 sistémica contra Toxoplasma gondii

A infeccdo de individuos 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 varias células e
fatores soluveis que tém a funcéo de controlar a replicacdo do parasita. Os
mecanismos efetores pro-inflamatérios, por sua vez, devem ser devidamente
contrabalanceados por mecanismos anti-inflamatérios (Munoz et al., 2011).

Os leucécitos polimorfonucleares (neutréfilos) e granulécitos (baséfilos e
eosinofilos) sdo as primeiras células fagociticas recrutadas ao sitio da infeccao
(Munoz et al., 2011). Foi observado in vitro que, quando estimulados com
antigenos de T. gondii, os leucocitos polimorfonucleares liberam rapidamente
IL-12 e IFN-y, sugerindo que estas células estejam envolvidas na producgéo de
citocinas no inicio do processo infeccioso, podendo exercer importante papel
no estabelecimento inicial de uma rede de citocinas induzidas pela infec¢ao por
T. gondii (Bliss et al., 1999). A deplegcédo dos leucocitos polimorfonucleares
resultou em uma resposta imune desregulada com aumento da
susceptibilidade a T. gondii. Contudo, a remog¢do de neutréfilos em estagio

tardio de infeccédo nao interferiu na susceptibilidade a T. gondii, indicando que a
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principal funcdo desta célula estd associada a resposta inicial ao parasita
(Munoz et al., 2011).

As células dendriticas sdo a principal fonte de IL-12 em resposta a
infeccdo por T. gondii. Foi mostrado que o parasita T. gondii pode induzir a
producdo in vitro de IL-12 por estas células e também por macréfagos, e
neutrofilos (Denkers, 2003). A citocina IL-12 promove a ativacao de linfécitos T
CD8+, aumentando a sua citotoxicidade e estimulando a producéo de IFN-y.
Além disso, IL-12 tem a importante funcdo de induzir a diferenciacdo de
linfécitos T naive em linfécitos T CD4+ do subgrugo Thl, os quais sao
produtores de IFN-y. A deplecdo de células dendriticas, em modelo murino,
suprimiu a producao de IL-12 e aumentou a susceptibilidade ao parasita. Além
disso, a transferéncia de células dendriticas de camundongos selvagens para
camundongos depletados, previamente a infeccdo, restaurou a producéo de IL-
12 e IFN-y, o que aumentou a resisténcia a infeccdo (Munoz et al., 2011). As
células dendriticas tém ainda funcdo crucial na disseminacao sistémica do
parasita dentro do hospedeiro (Lambert et al., 2006). Estudos in vitro com
células humanas e murinas revelaram que a invaséo de células dendriticas por
T. gondii induz uma hiper-motilidade nestas células, capacitando a
transmigragdo das células infectadas através do endotélio na auséncia de
estimulos quimiotaticos. Foi visto também que a transferéncia adotiva de
células dendriticas infectadas pelo parasita resultou na disseminacdo mais
rapida do parasita para orgdos distantes do que a inoculacdo de parasitas
livres. Estes dados mostram que o parasita T. gondii é capaz de subverter e
explorar uma via natural de migracao celular do hospedeiro para disseminacéo
do parasita (Lambert et al., 2006).

O estimulo de macrofagos por T. gondii induz a producéo de TNF-a e IL-
12, os quais agem sinergicamente estimulando células NK a secretarem IFN-y,
gue por sua vez intensifica a ativacdo de macrofagos infectados (Denkers e
Sher, 1997) e ativam macréfagos nado infectados por estimulo do seu
metabolismo oxidativo. O reconhecimento de moléculas de T. gondii por
receptores da familia TLR (Toll-Like Receptors) promove a ativacdo de
macréfagos, além de células dendriticas e neutrdfilos, resultando na produgéo
de citocinas pro-inflamatorias como IL-12, IL-18 e TNF-a. Esses receptores

exercem papel critico na imunidade inata de mamiferos, pois ativam uma



34

cascata de transducdo de sinais que induzem a expressdo de genes da
resposta imune apés o0 reconhecimento de seus respectivos ligantes
(Medzhitov, 2001). Os membros da familia TLR possuem como principal
ligante, a proteina adaptadora citoplasmatica MyD88. A deficiéncia da proteina
MyD88 em camundongos geneticamente modificados esta associada a baixa
producdo de IL-12 e a multiplicacdo parasitaria descontrolada resultando em
alta susceptibilidade a infeccdo por T. gondii (Scanga et al.,, 2002). Os
macrofagos também ja foram descritos como importantes disseminadores do
parasita para sitios imunoprivilegiados (Da Gama et al., 2004).

As células NK sao as principais produtoras do IFN-y na infec¢édo recente
(Munoz et al.,, 2011). A produgcdo de IFN-y é de extrema importancia na
resisténcia a infeccdo aguda por Toxoplasma e camundongos nocautes para
IFN-y ndo sobrevivem a infec¢é@o (Sharton-Kersten et al., 1996). Durante a fase
cronica da infecgéo, a deplecao desta citocina mediada por anticorpos mostrou
que a producdo continua de IFN-y € necessaria para a sobrevivéncia por longo
prazo (Gazzinelli et al., 1992). Portanto, IFN-y é o principal mediador da
protecdo contra T. gondii, sendo sua producdo dependente de IL-12, com
importante papel de IL-2 e TNF-a como cofatores (Khan et al., 1994, Hunter et
al., 1994, 1995, Gazzinelli et al., 1994). Pfefferkorn e Guyre (1984) mostraram
que o IFN-y bloqueia o crescimento do T. gondii pela inducdo da enzima
indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) que leva a degradacdo, pelas células
hospedeiras, do triptofano, aminoacido indispensavel para uma variedade de
processos metabodlicos do parasita. Interagcbes entre células dendriticas e
células NK aumentam a producdo de IFN-y por células NK, bem como a
producdo de IL-12 por células dendriticas. Esta interacdo € mediada via
receptor NKG2D das células NK que interage com ligantes na superficie das
células dendriticas (Munoz et al., 2011). Foi mostrado que camundongos SCID,
portadores de imunodeficiéncia severa, com auséncia de linfécitos T e B
apresentaram resisténcia a T. gondii devido a producédo de IFN-y por células
NK (Sher et al.,, 1993). Células NK também s&o capazes de secretar 1L-13
(Hoshino et al.,, 1999), citocina relacionada a resposta Th2 e portanto,
relacionada ao controle da resposta inflamatoria Thl (Abbas et al., 2008). Além
da producdo de citocinas, as células NK exibem atividade citotoxica contra

células-alvo. A citotoxidade pode ser resultado da secrecdo de granulos de
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perforina e granzima, que sdo moléculas designadas para auxiliar na
eliminacdo 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 proteinas imediatamente apds residuos de &acido
aspartico e pode ativar diretamente a cascata de caspases (Lieberman, 2003).
Atividade citotoxica de NK é regulada positivamente por IL-18 e IL-15
produzidas por macrofagos e células dendriticas (Munoz et al., 2011).

Os linfocitos Tyd sdo encontrados em alto numero dispersos pelo tecido
epitelial, sendo esta localizac&o ideal para a atuacao destas células como arma
da primeira linha de defesa contra infecgbes (Munoz et al., 2011). Foi visto que
camundongos infectados por T. gondii aumentaram o numero de células Tyé e
a deplecdo destas células resultou na reducdo da producdo de oOxido nitrico
(Munoz et al., 2011). O éxido nitrico ndo somente mata diretamente o parasita,
mas também promove a transformacdo de taquizoitos em bradizoitos pela
inibicdo da respiracdo mitocondrial (Bohne et al., 1994). Foi demonstrado que
linfécitos Tyd sdo expandidos e ativados in vitro quando cultivados com células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) que internalizaram parasitas
mortos. Estes linfocitos desenvolveram atividade citotoxica contra as ceélulas
infectadas por T. gondii, por via independente de MHC, e produziram as
citocinas IFN-y, IL-12 e TNF-a, sugerindo que esta subpopulacédo possa ser
importante no inicio da resposta imune protetora contra T. gondii (Subauste et
al., 1995).

Tanto os linfécitos T CD4" quanto os linfocitos T CD8" séo cruciais para
a sobrevivéncia do hospedeiro, por longo prazo, a infeccdo por T. gondii
(Munoz et al.,, 2011). Camundongos nude atimicos sdo extremamente
susceptiveis a cepas virulentas e avirulentas de T. gondii (Lindberg e Frenkel,
1977). Adicionalmente, a transferéncia adotiva de células T imunes,
principalmente a subpopulacdo de linfécitos T CD8", é capaz de proteger
camundongos desafiados com cepas virulentas do T. gondii (Gazzinelli et al.,
1991). A geragdo de populagdes celulares especificas T CD4" e T CD8"
contribui para defesa do hospedeiro através da producdo de IFN-y e outras
citocinas pro-inflamatérias incluindo TNF-a, IL-6 e IL-1. As células T CD4" tém
como principal funcdo a regulacdo da resposta imune a T. gondii, enquanto que

as células T CD8" sdo mais importantes pela funcdo efetora contra o parasita
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(Munoz et al., 2011). Estas células desempenham atividade citotdxica sobre as
células infectadas, por mecanismos citotoxicos similares aos apresentados por
células NK (Alexander e Hunter, 1998). A participacdo de células T CD4" foi
demonstrada ser também de grande importancia, 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 cronica € resultante da acdo sinérgica de
linfocitos T CD4", T CD8", células NK e da sintese de IFN-y (Gazzinelli et al.
1992). Em modelos experimentais, T. gondii mostrou ser potente indutor da
expressdo da quimiocina CXCL10, relacionada a migragcdo 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 niveis de RNAm para CXCL10.
Foi visto ainda que a neutralizacdo desta quimiocina em camundongos
infectados inibiu o influxo de células T para os tecidos, além de prejudicar as
funcbes efetoras destas células, resultando em um aumento da carga
parasitaria e mortalidade (Khan et al., 2000). Esses achados sugerem uma
funcdo adicional para o IFN-y na defesa do hospedeiro a T. gondii, uma vez
que a producdo de CXCL10 é induzida por esta citocina (Khan et al., 2000).

Os linfécitos B secretam anticorpos especificos de diferentes isotipos,
como IgM, IgG e IgA contra T. gondii. Assim, taquizoitos extracelulares podem
ser destruidos por mecanismos dependentes de anticorpos. Durante a fase
aguda da infeccdo ocorre predominio de anticorpos IgM, assim como de
anticorpos IgG durante a fase crénica (Couto et al., 2006). Apds inoculacéo
intraperitoneal com T. gondii, camundongos IgM™ exibiram significativamente
menos parasitas no peritbnio do que camundongos tipo selvagem, o que
estava correlacionado com o aumento da disseminacdo de taquizoitos para o
figado, pulm&o e bago em camundongos IgM”" (Couper et al., 2005). A
producdo do isotipo IgA tem sido encontrada precocemente sobre superficies
de mucosa, sugerindo atividade protetora desta imunoglobulina contra
reinfeccdes do hospedeiro (Mineo et al., 1993). A incubacéo de taquizoitos com
IgA purificada de individuos infectados reduziu em 50 a 75% a infeccdo de

enterdcitos in vitro (Munoz et al., 2011). Além da funcdo de secretar anticorpos,
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os linfocitos B estédo envolvidos em outras fun¢des imunes, como apresentacao
de antigenos a linfocitos T e producédo de citocinas (Abbas et al., 2008). Harris
e colaboradores (2000) mostraram células B de camundongos produzindo IFN-
vy em resposta a infeccao por T. gondii.

Os mecanismos acima mencionados refletem uma variedade de
respostas pro-inflamatorias evocadas pela infecgcdo por T. gondii, porém,
mecanismos contrarreguladores sdo simultaneamente induzidos pelo parasita.
T. gondii desencadeia a producao de citocinas anti-inflamataorias incluindo IL-10
e TGF-B que inibe a producdo de IFN-y e prejudica a ativacdo de macréfagos.
IL-10 e TGF-B também inibem a atividade de células NK e producédo de IFN-
v por este tipo celular (Munoz et al., 2011). Além disso, camundongos nocautes
para IL-10 tiveram mortalidade aumentada durante fase aguda da infeccao,
confirmando a importancia da inducdo simultanea de citocinas reguladoras
durante a infeccdo com T. gondii (Munoz et al., 2011).

Conclui-se, portanto, que grande variedade de citocinas é produzida em
consequéncia da resposta imune do hospedeiro contra T. gondii. Estas
citocinas podem atuar no curso da infeccdo controlando tanto o crescimento
dos parasitas, quanto a magnitude da resposta imune contra o0 mesmo, sendo
gue a resposta imune contra 0s parasitas pode se tornar lesiva para o
hospedeiro gerando processos de autoagressdo caso ela nao seja
devidamente balanceada.

2.6.3 Resposta imune intraocular contra Toxoplasma gondii

O olho € um ambiente imunoprivilegiado sendo a resposta imune
intraocular suprimida para prevenir a destruicdo tecidual (Vincent e Peek,
2001). Inumeros fatores contribuem para esse privilégio imune, incluindo
barreiras anatbmicas (Barragan e Sibley, 2003). Em circunstancias normais,
células presentes em varias estruturas do olho, como cérnea, iris, corpos
ciliares, retina, além de células T e macrofagos, expressam constitutivamente
ligante de Fas (Fas-L), o qual pode promover a delecdo 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-B e outros mediadores que tém

propriedades imunossupressoras. O TGF-f induz a regulacdo negativa de
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moléculas de MHC classe | e, portanto, respostas imunes citotoxicas
intraoculares sdo mediadas, preferencialmente, por células NK em detrimento
de células T CDS8" citotdxicas, as quais dependem de MHC-I para serem
ativadas (Abbas et al., 2008). Niveis menores de TGF- foram encontrados em
fluidos oculares de individuos portadores de uveites (De Boer et al., 1994).
Lemaitre (2001) mostrou, em modelo experimental de uveite induzida por
endotoxina, que a IL-13 também é uma importante citocina moduladora da
inflamacdo intraocular, promovendo decréscimo de moléculas pro-
inflamatérias, tais como TNF-a, IL-1p, IL-6, MCP-1 e MIP-2 no corpo ciliar, iris
e retina (Lemaitre, 2001).

O parasita Toxoplasma gondii, por sua vez, pode promover a producéo
de fatores que anulem ou comprometam este privilégio imune, como o IFN-y.
Esta citocina € um antagonista potente de TGF-p e pode regular positivamente
a expressdo de moléculas de MHC em células do sitio imunoprivilegiado
(Hooks et al., 1988, Roberts e McLeod, 1999). Percebe-se, portanto, que a
resposta imunoldgica desenvolvida contra T. gondii no olho, é bastante
complexa, devido aos varios mecanismos requeridos para controle do nimero
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 multiplicacdo do parasita quanto da resposta imunoldgica.

2.7 Genética e susceptibilidade a infec¢bes parasitarias

As doencas infecciosas sdo uma das principais causas de morbidade e
mortalidade, exercendo uma grande pressdo seletiva sobre a populacdo
(Burgner et al., 2006). A base para diferencas na susceptibilidade as doencas
observadas na populacdo humana é, pelo menos em parte, geneticamente
determinada (Kinane et al., 2003, Dutra et al.,, 2009). Genes envolvidos na
resposta imune sdo 0s mais numerosos e diversificados do genoma humano e
apos a exposicdo a um agente infeccioso ha uma enorme variacéo individual
das consequéncias desta infec¢do. Esta susceptibilidade diferencial mostra a
diversidade genética de genes relacionados a resposta imune (Burgner et al.
2006).

Polimorfismos genéticos sdo definidos pela presenca de dois ou mais

alelos para um determinado gene em consequéncia de alteracdes na
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sequéncia de nucleotideos, tal que o alelo mais frequente ndo ultrapassa a
frequéncia de 99% na populacdo (Futuyma, 1992). A forma mais comum de
polimorfismo é o polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP), caracterizada por
uma alteragcdo em um unico par de bases no DNA (Nielsen 2004).

O polimorfismo genético em genes que codificam citocinas tem
importante papel na susceptibilidade as infec¢des, uma vez que pode ter efeito
no nivel de producéo destas moléculas, na ligacéo de citocinas a seus ligantes,
e na expressdo de proteinas modificadas (Dutra et al. 2009). As citocinas
podem modular positivamente ou negativamente a divisdo, crescimento,
diferenciagdo, migragdo e morte celular, bem como a producdo de outras
citocinas e diversos produtos celulares. Uma rede de citocinas funcional é um
elemento central na homeostase da resposta imune e sua alteracdo pode
conduzir ao desenvolvimento de uma resposta imune anormal (Henao et al.,
2006).

O parasita Toxoplasma gondii geralmente provoca uma infec¢éo crénica
assintomatica em seus hospedeiros (Luder e Gross, 1998). Em alguns
individuos, no entanto, o0s mesmos parasitas podem causar doenca ocular
grave (Roberts e McLeod, 1999). Por isso, h4 um grande interesse em tentar
identificar os fatores que causam o desenvolvimento da doenca em apenas
uma fracdo da populacdo que estd exposta aos parasitas. As citocinas IFN-y e
IL-13, bem como a quimiocina CXCL10, s&o importantes no contexto da
toxoplasmose. Portanto, andlises de associacdo entre manifestacdo clinica da
toxoplasmose ocular e polimorfismos em genes que codificam tais moléculas sdo
pertinentes.

O gene IFNG esté localizado no cromossomo 12, regido 12ql14, contém
quatro exons e trés introns, com um total de 5,4 Kb (Schrijver et al., 2004). Este
gene codifica a proteina IFN-y que contém 166 aminoacidos, incluindo uma
sequéncia sinal de 23 aminoacidos (Gray et al., 1982) e esta relacionada ao
padrao Thl de resposta imune (Abbas et al., 2008). Os receptores para IFN-y
sao codificados pelos genes IFNGR1 e IFNGR2, os quais estéo localizados nos
cromossomos 6 e 21, regides 6923 e 21922, respectivamente (Schrijver et al.,
2004).

O gene IL13 esta localizado no cromossomo 5, regido 5931 e encontra-

se organizado em quatro exons e trés introns, perfazendo um total de 3 kb
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(Minty et al., 1993). O seu produto € a citocina IL-13, uma proteina de 146
aminoacidos e de massa molecular relativa de 10 kDa (McKenzie et al., 1993)
relacionada ao padrdo Th2 de resposta imune (Abbas et al., 2008). Os
produtos génicos do IL13 interagem com a cadeia a do receptor de IL-4
(Pritchard et al., 1991) bem como com seu receptor especifico constituido pela
cadeia al do receptor de IL-13 (IL-13Ral) associada a cadeia a2 (IL-13Ra2)
(Grunig 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 regulacdo da IL-13 e contribuir para a manifestacdo de um
fenotipo de doenca.

O gene CXCL10 contém quatro éxons e esta localizado no cromossomo
4, regido 4921. Este gene codifica a quimiocina CXCL10, uma proteina de 98
aminoacidos e 10 KDa produzida por varios tipos celulares em resposta ao
estimulo por IFN-y (Weng et al., 1998). O receptor para a quimiocina CXCL10 é
0 CXCR3 e segundo Brick e colaboradores (2009) polimorfismos no gene
CXCL10 ou em CXCR3, bem como a expressao diferencial de RNAmM dos
respectivos genes podem exercer importante funcdo na patogénese de
doencas diversas.

Os niveis de produgéo de citocinas, in vitro, por células de individuos
apresentando diferentes formas clinicas de uma determinada doenca, tém-se
mostrado vinculados a apresentacédo de polimorfismos nos genes que codificam
para tais citocinas (Pravica et al., 2000; Hoffmann et al.,, 2001; Lépez-
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 patogénese e manifestacédo clinica da toxoplasmose ocular.

Os motivos pelos quais algumas pessoas desenvolvem a doenga ocular
toxoplasmica, enquanto outras permanecem assintomaticas ndo estéo
completamente elucidados. A idade, background genético e o estado
imunologico do hospedeiro, gendtipo do protozoario, nUmero de parasitas e via
de infeccdo podem explicar algumas destas diferencas (Holland, 2004). Nesse
cenario, a natureza multifatorial da toxoplasmose ocular justifica a proposta
deste estudo de investigar conjuntamente fatores genéticos e imunologicos
potencialmente envolvidos na manifestacdo da doenca ocular causada pela

infecgao por T. gondi.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

A fim de contribuir para a producdo de conhecimento relacionada a
susceptibilidade as manifestacdes oculares da toxoplasmose, propds-se, neste
trabalho, investigar polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) nos genes
IFNG, IL13 e CXCL10 e seus potenciais efeitos sobre a producéo de citocinas,
relacionando com a manifestacdo da retinocoroidite toxoplasmica em

individuos de diferentes faixas etarias.

3.2 Objetivos especificos
. Recrutar individuos, de diferentes faixas etarias, distribuidos em grupos
de individuos n&o infectados e infectados por Toxoplasma gondii, com
auséncia ou presenca de lesao ocular;
. Selecionar SNPs nos genes de IFNG, IL13 e CXCL10 a partir da
literatura cientifica e da base de dados HapMap;
. Comparar as frequéncias alélicas obtidas na populacdo de Campos dos
Goytacazes/RJ com as frequéncias alélicas da populacdo CEU e YRI;
. Verificar se SNPs nos genes IFNG, IL13 e CXCL10 estdo associados
com a ocorréncia e/ou severidade da toxoplasmose ocular;
. Avaliar se os niveis das citocinas IFN-y e IL-13, produzidas por células
do sangue periférico de individuos néo infectados e infectados por Toxoplasma
gondii, com auséncia ou presenca de lesdo ocular, sdo influenciados pela
idade;
. Verificar se SNPs selecionados estdo associados aos niveis de
producéo de IFN-y e IL-13 dentre os individuos com sorologia positiva para T.
gondii, independente da presenca de leséo ocular;
. Verificar se o0s niveis das citocinas IFN-y e IL-13, em grupos de
individuos soropositivos para T. gondii acometidos ou ndo por toxoplasmose

ocular, sao influenciados pelos gendétipos dos SNPs selecionados.
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4 POPULACAO DE ESTUDO, MATERIAL E METODOS

4.1 Populacao de estudo

O presente estudo foi realizado com a participacdo de individuos
residentes no municipio de Campos dos Goytacazes/RJ. A populacdo de
estudo foi recrutada a partir de domicilios localizados em areas 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 ldade em Acao/UENF (n=46). Amostras de sangue foram coletadas
por venopungao e sorologia para toxoplasmose foi determinada usando o kit
comercial ELFA VIDAS (BioMerieux) para deteccdo de anticorpos IgG contra
Toxoplasma gondii. Exame em oftalmoscopio binocular indireto (Welch Allyn) foi
realizado nos individuos participantes do estudo, a fim de se identificar cicatrizes
de lesBes oculares decorrentes da infeccdo por T. gondii. Quando constatada a
presenca de tais cicatrizes era realizado o registro fotografico por meio do
retindgrafo (Visucam — Zeiss). Posteriormente, as imagens foram analisadas, e
as cicatrizes das lesGes foram classificadas de acordo com o grau de
destruicdo 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
classificacéo, lesdes cicatrizadas da retina apresentando alto, médio ou baixo
grau de severidade, séo identificadas como tipo A, B ou C, respectivamente.
Neste estudo, individuos que apresentavam cicatrizes com multiplos graus de
severidade foram alocados no grupo correspondente ao tipo mais grave.

Um total de 765 individuos foi subdividido em grupos considerando-se
como critérios: 1) sorologia para toxoplasmose 2) fundoscopia para verificacdo
de cicatrizes de lesdes oculares decorrentes da infeccdo por T. gondii; 3)
classificacdo das lesdes oculares; 4) faixa etaria (estudo imunoldgico).
Ocorreram perdas no numero de individuos inicialmente recrutados devido ao
nao comparecimento dos mesmos quando solicitados em etapas posteriores a
coleta de sangue. Por esse motivo, 0 numero de individuos utilizados para as
analises variou de acordo com o nivel de exames exigidos em cada etapa do
estudo (Quadro 1 e Quadro 2).
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Quadro 1: Grupos de individuos envolvidos no estudo genético, segundo a

sorologia para toxoplasmose e fundoscopia.

Sorologia para _ Estudo da Estudo de
toxoplasmose Fundoscopia Frequéncia Alélica | Associagcdo Genética
Soronegativos SL 171 -
SL* 271 271
Les&o Tipo A 49° 49°
Soropositivos Lesdo Tipo B® 36° 36°
Les&o Tipo C* 50 50
Sem fundoscopia 188 -
TOTAL 765 406

‘Individuos soropositivos para T. gondii sem cicatrizes de lesdo ocular.

23 ndividuos soropositivos para T. gondii com cicatrizes de lesdo ocular classificadas
respectivamente como tipo A, tipo B ou tipo C.

°No grupo com cicatrizes de leséo tipo A foram incluidos individuos com apenas cicatrizes de
lesdo A (n=22) e individuos com cicatrizes de mudltiplas les@es: tipo AB (n=12), ABC (n=12) e
AC (n=3), totalizando os 49 individuos mostrados da tabela.

®No grupo com cicatrizes de leséo tipo B foram incluidos individuos com apenas cicatrizes de
lesdo B (n=28) e individuos com cicatrizes de lesdes multiplas tipo BC (n=8), totalizando os 36
individuos mostrados da tabela.

Quadro 2: Grupos de individuos envolvidos no estudo imunolégico, segundo a

sorologia para toxoplasmose, fundoscopia e faixa etéria.

. _ Faixa Etaria
Sorologia Fundoscopia Total
< 60 anos 2 60 anos

Soronegativos SL 6 10 16

SL! 30 39 69

Les&o Tipo A? 6° 4 10

Soropositivos :

Lesé&o Tipo B® 5 2 7

Les&o Tipo C* 9 8 17
TOTAL 56 63 119

‘Individuos soropositivos para T. gondii sem cicatrizes de les&o ocular.

234ndividuos soropositivos para T. gondii com cicatrizes de lesdo ocular classificadas
respectivamente como tipo A, tipo B ou tipo C

°No grupo com cicatriz de lesdo tipo A foram incluidos individuos com apenas cicatrizes de
lesdo A (n=4) e individuos com cicatrizes de multiplas les@es: tipo AB (n=1), ABC (n=1),
totalizando os 6 individuos mostrados da tabela.

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

responsaveis) e consentimento informado foi obtido a partir daqueles que
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concordaram em participar (Anexo 1). O presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundacdo Oswaldo Cruz do Rio de
Janeiro (Portaria n° 347/06) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) do Ministério da Saude (Portaria n® 013/07) (Anexo 2).

ESTUDO IMUNOLOGICO

4.2 Manutencdo de parasitas e preparo do antigeno soluvel de
Toxoplasma gondii

Taquizoitos de Toxoplasma gondii foram mantidos por meio de
passagens sucessivas em camundongos suicos e em monocamadas de
fibroblastos provenientes de prepucio 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
Uumida a 37°C, com 5% de CO, Paralelamente, camundongos sui¢cos, com
média de 4 semanas de vida, foram infectados, por via intraperitoneal, com
taquizoitos de T. gondii, cepa RH. Ap6s 3 dias de infeccdo, foi realizada a
lavagem peritoneal nos camundongos, usando 5mL de PBS (0,1M; pH 7,2). O
material coletado contendo os taquizoitos foi centrifugado a 5009, por 5 min, a
temperatura ambiente. Posteriormente, o sobrenadante foi submetido a nova
centrifugacéo: 900g, por 30 min, a 4°C. Os parasitas que se encontravam no
precipitado foram contados em camara de Neubauer e adicionados as células
HFS-F, previamente cultivadas, numa proporcdo de 5-10 parasitas por
fibroblasto. Aproximadamente, 3 dias apds a infeccado das células HFS-F, os
taquizoitos foram coletados e novamente preparados, como descrito acima,
para infectar outra cultura de células HFS-F. Passados, aproximadamente, 3
dias pos-infeccdo da segunda cultura, os taquizoitos foram coletados como
descrito acima, estocados a 70°C negativos e posteriormente, usados para
produzir o antigeno soltuvel de T. gondii (STAg). O material estocado foi, entao,
submetido a 5 ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento em banho-Maria a 37°C. A massa contendo os parasitas
lisados, apés o dultimo ciclo, foi ressuspendida em PBS gelado e
ultracentrifugada a 40000g, durante 70 minutos, a temperatura de 4°C.

Posteriormente, o sobrenadante foi dialisado, contra PBS por 48 horas, a 4°C.
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O extrato antigénico foi, entdo, esterilizado por filtragem em membrana de
nitrocelulose de 0,22 um (Millipore). Dosagem de proteinas foi realizada pelo
método de Bradford (Bradford, 1976). Apés a dosagem, aliquotas do extrato

foram armazenadas a 20°C negativos até o uso.

4.3 Culturas de células sanguineas para dosagem de citocinas

Células sanguineas, provenientes de 200uL de sangue periférico dos
individuos alocados nos diferentes grupos do estudo, foram cultivadas em
placas de cultura de 24 pocos, utilizando meio RPMI suplementado com L-
glutamina 1,6%. As culturas celulares foram estimuladas antigenicamente pela
adicdo de STAg (2ug/ml). Culturas de células ndo estimuladas antigenicamente
foram mantidas como controles experimentais. As células foram, entéo,
incubadas por 6 dias em estufa Umida a 37°C, com 5% de CO..

Suspensfes celulares foram colhidas no sexto dia de cultura e
transferidas para microtubos. Os sobrenadantes foram separados das células
sanguineas por centrifugacdo a 13000g, por 5 min, 18°C. Em seguida, 0s
sobrenadantes foram coletados e armazenados a 70°C negativos, para

posterior analise de producao de citocinas.

4.4 Andlise das citocinas IFN-y e IL-13 nos sobrenadantes das
culturas celulares

A deteccdo das citocinas IFN-y e IL-13 em sobrenadantes de culturas
celulares colhidos apds sexto dia de cultura foi feita, respectivamente, por uso
dos Kits Human IFN-y Flex Set e Human IL-13 Flex Set (BD™), segundo
normas do fabricante. Leituras foram realizadas usando o citbmetro de fluxo
FACSCalibur (BD™) e o software de analise CellQuest (BD™).

4.5 Andlises estatisticas

O software GraphPad Prism 4 foi utilizado para analise dos resultados
obtidos. Os dados de producao das citocinas IL-13 e IFN-y foram comparados
tanto intergrupos quanto intragrupos. Nas analises intergrupos, diferencas nos
niveis de producao das citocinas, por individuos agrupados quanto a sorologia e
fundoscopia, foram avaliadas pelo teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste de

Dunn. Nas andlises intragrupos, foi avaliado pelo teste Mann-Whitney se havia
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diferenca significativa de producéo entre duas faixas etarias selecionadas para o
estudo (< 60 ou = 60 anos). A producao de citocinas foi avaliada ainda em cinco
faixas etérias (< 40 anos, 40-59 anos, 60-69 anos, 70-79 anos e > 80 anos) pelo
teste Kruskal-Wallis seguido por Dunn. Para todas as analises valores de p

inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

ESTUDO GENETICO

4.6 Extracao e quantificacdo de DNA genémico

Amostras de DNA de 765 individuos foram extraidas 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). Amplificagdo do gene da [(3-globina foi
realizada para avaliar a integridade do DNA gendmico pés-extracdo, sendo
obtido um fragmento de 365pb. Para isso, foi feita uma PCR Touchdown com
temperatura de anelamento variando entre 63°C a 56°C (decréscimo de
0,5°C/ciclo). Em cada reacdo, com volume final de 25uL, foram utilizados 5uL
de DNA (5ng/uL), 1yL do primer forward (10mM) e 1pL do primer reverse
(10mM), 12,05uL de &gua ultrapura, 0,75uL de MgCl, (50mM), 2,5uL de
tampéo 10X (200mM de Tris-HCI, pH 8,0 e 500mM de KCI), 0,2uL de Taq DNA
Polimerase (5U/uL) e 2,5uL de dNTPs (2mM). A visualizacdo dos produtos da
PCR Touchdown foi feita por meio de gel de agarose a 2% em tampao TBE 1X
(0,44M Tris-HCL; 0,44M H3BO3; 10mM EDTA) e aquecida até a completa
dissolucédo. Para cada 100mL de gel de agarose, foi acrescentado 2uL de
brometo de etidio (10ug/ml). Dois microlitros de amostras previamente
misturadas a 6puL de corante (6X Cresol-Red) foram aplicados ao gel
solidificado e submetidos a 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 Selecdo dos SNPs
Amostras de DNA de 406 individuos foram genotipadas para 12 SNPs
presentes nos genes IFNG, IL13 e CXCL10 (Quadro 3). A selecdo de SNPs foi

realizada baseada em pesquisas de polimorfismos na literatura cientifica e
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através da base de dados HapMap (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/). Utilizou-
se o software Haploview 4.2 (Barrett et al., 2005) para checar desequilibrio de
ligacdo (DL) entre os SNPs selecionados, sendo que SNPs com MAF (Minor
Allele Frequency) menor que 0,05 na populacdo CEU nao foram incluidos no
mapa de DL. Mapas de DL de SNPs presentes nos genes IFNG, IL13 e
CXCL10 sao mostrados abaixo (Figuras 2, 3 e 4, respectivamente). Alguns
SNPs presentes nos genes candidatos foram selecionados apenas com base
na literatura cientifica, devido a auséncia de dados disponiveis sobre valores

de r? no banco de dados HapMap.

Quadro 3: Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) selecionados nos genes
IFNG, 1L13 e CXCL10.

SNP Posicdo no cromossomo®  Localizacdo do SNP  Alelo 1 Alelo 2
IENG (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 Regido Promotora C T
IL13 (forward strand Chr 50q23.3)
IL13 rs1295687 131994462 Intron 1 G C
IL13 rs1800925 131992809 Regido Promotora C T
IL13 rs7719175 131986463 Regido Promotora T G
IL13 rs3091307 131989136 Regido Promotora A G
CXCL10 (forward strand Chr 4g21)
CXCL10 rs3921 76942943 3'UTR C G
CXCL10 rs4256246 76945522 Regido Promotora G A
CXCL10 rs4508917 76946097 Regido Promotora A G

*Localizacéo do SNP retirada do banco de dados Ensembl.
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Figura 2. Mapa de desequilibrio de ligacdo da populacdo CEU para SNPs do

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

Hapmap. Valores r? (x100) estéo indicados nos quadrados da matriz: quadrado

preto indica r? = 1; branco, r* = 0; tons de cinza, r* com valores intermediarios

(0 <r® <1). Quadros vermelhos indicam SNPs selecionados para o estudo.
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Figura 3: Mapa de desequilibrio de ligagdo da populacdo CEU para SNPs do

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

Valores r? (x100) estdo indicados nos quadrados da matriz: quadrado preto

indica r’=1; branco, r’>=0; tons de cinza, r* com valores intermediarios (0<r’<1).

Quadros vermelhos indicam SNPs selecionados para o estudo.
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Figura 4: Mapa de desequilibrio de ligacdo da populacdo CEU para SNPs do
gene CXCL10 obtidos pelo software Haploview a partir da base de dados
Hapmap. Valores r? (x100) estéo indicados nos quadrados da matriz: quadrado
preto indica r>=1; branco, r’=0; tons de cinza, r* com valores intermediarios

(0<r’<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 discriminacdo alélica é feita através do
anelamento de 2 primers alelo-especificos com sequéncia distintas na cauda o
que determinara a ligacdo de oligonucleotideos marcados com corantes
reporter diferentes (FAM® dye ou HEX® dye) (Figura 5). Os oligonucleotideos
marcados contém um corante reporter fluorescente na extremidade 5’ e na
extremidade 3’ da fita complementar tem um corante quencher (silenciador).
Assim, no oligonucleotideo dupla fita a proximidade do quencher absorve a
fluorencéncia emitida pelo corante repérter. Porém, se a sequéncia alvo

complementar a este oligonucleotideo 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 fluorencéncia pelo reporter (Figura 5). O tipo
de fluorescéncia emitido é determinado pela ligacdo dos primers alelos
especificos, os quais tém caldas distintas que servem de molde para fita
complementar a um oligonucleotideo marcado com fluoroforos distintos (FAM®
dye ou HEX® dye).

4.9 Analise da frequéncia alélica na populacdo de Campos dos
Goytacazes

As frequéncias alélicas apresentadas pelos SNPs presentes nos genes
candidatos foram calculadas por meio de planilha customizada no software
Microsoft Excel. Nesta andlise, especificamente, foram utilizadas amostras de
765 individuos residentes em Campos dos Goytacazes/RJ. A fim de avaliar o
perfil genético predominante na populagdo de Campos, as frequéncias alélicas
obtidas nesta populacdo foram comparadas as frequéncias de uma populacao
com ascendéncia europeia ocidental ou noérdica, moradores de Utah (CEU) e
com os lorubas africanos, moradores de Ibadan/Nigéria (YRI). As informacdes
das populagcdbes CEU e YRI foram obtidas na base de dados NCBI

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

4.10 Anédlises estatisticas

A frequéncia alélica e genotipica em casos e controles foi comparada
entre 3 grupos de analise (Quadro 4), usando o teste do y°. O software utilizado
para estas analises foi GraphPad Prism 4. Este software foi utilizado também
para o calculo da razdo de chance (odds ratio - OR) dentro de um intervalo de
confianca (IC) de 95% entre grupos de individuos apresentando diferentes
fendtipos clinicos de lesdo ocular. Devido a realizacdo de multiplos testes
dentro de um mesmo cromossomo para 0 mesmo grupo de amostras, foi
aplicado o método de Bonferroni para correcdo do valor de p. Para os SNPs do
gene IFNG o valor de p obtido nas analises 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.

Gendtipos do grupo controle (individuos soropositivos para T. gondii sem

presenca de cicatrizes de lesbes oculares) foram usados para teste do
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equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para cada SNPs, calculados a partir de
uma planilha customizada no software Microsoft Excel. Desvio do equilibrio era

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

1) Assay components:

A) Primer mix B) Master mlx

/( Q :
Allele specific forward primers: '.\‘ put;
allele-1 S W
. 3C
allele-2
i A
Reverse primer:
3 5

3kl 5

C) DNA template (sample)
5 3
llIlIIlIIllIlI.llIllIllllllll
3 5
[or]
2) Denatured template and annealing components — PCR round 1: Legend
(8bele 2 primer does not R 5 3 Allele-1 tail FAM™-labelled
2 A TTTTTTIrrrrrrnl . .
______ oligo sequence
_. ,
‘ ke S . Allele-2 tail HEX™-labelled

S (allele-1 primer binds and elongates) oligo sequence

c Common reverse primer
Illlllllllllllé||||||||||||||
3 5

A
w

* FAM™ dye
3) Complement of allele-specific tail sequence generated — PCR round 2: 0
HEX™dye
7_77-7-”-’7””IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII .TargetSNP
“LLLJ.ILIJ.I.I.IJ.IJ.IJQ.ILI NENEEEEEEEEE
(reverse primer binds and elongates making Q Quencher

a complementary copy of the allele 1 tail)

4) Signal generation — PCR round 3:

Thermal cycling results in exponential increase in allele-1 amplicon. As PCR continues, an increasing amount of FAM labelled oligo binds
to the allele-1 amplicons. Fluorescence occurs as FAM labelled oligo is no longer quenched.

FAM - labelled oligo binds to
complementary tail sequence,

777"’7777*? Er=ty a
Ll ITraTrrmTraTrnIirrnTraTr N
B NN ARRRRRERRRRRICIRARRRRRRRRRRRRN

Allelic discrimination achieved through competitive annealing of two allele-specific forward Fluor for ncomporated Fluor for non-incorporated
primers, each containing a unique tail sequence that corresponds with a distinctly labelled G ek o nges uesiched ST st semams qende,
FRET cassette in the master mix.

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

segundo perfil clinico obtido por exames oftalmolégicos.

Grupos de Analises Controles versus Casos
G1 SL' versus tipo A®
G2 SL' versus tipo B®
G3 SL' versus tipo C*

Individuos soropositivos para T. gondii sem cicatrizes de leséo ocular.
#3%ndividuos soropositivos para T. gondii com cicatrizes de lesdo ocular classificadas
respectivamente como tipo A, tipo B ou tipo C.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil da populagéo de estudo quanto a deteccao de anticorpos
IgG anti-Toxoplasma gondii e exames oftalmolégicos

Sorologia (deteccéo de anticorpos IgG contra T. gondii) foi realizada na
populacdo de estudo, provenientes de domicilios localizados em &reas
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 ldade em Acao/UENF (n=46). Foram também
realizados exames oftalmoldgicos. Contudo, parte dos voluntarios ndo aderiu ao
projeto quando solicitados para realizagdo do exame de fundo do olho.

No total, 765 individuos realizaram testes sorologicos, sendo 171
soronegativos e 594 soropositivos para toxoplasmose. Dos 594 soropositivos
obtivemos o retorno de 406 individuos para os exames oftalmoldgicos, sendo a
taxa de perda de 32%, se considerarmos apenas os individuos soropositivos.
Quanto a fundoscopia, 271 individuos ndo apresentaram cicatrizes de lesdo
ocular e 135 apresentaram cicatrizes de lesdo decorrente da infecgdo por T.
gondii, com diferentes graus de severidade (Quadro 5).

Quadro 5: Perfil da populacdo de estudo quanto a sorologia para

toxoplasmose e fundoscopia.

Sorologia para _
toxoplasmose Fundoscopia
Perfil clinico N % Tipo da cicatriz
Soronegativos Sem leséo 171 22,35
Sem leséo 271 |35,42
49 | 6,41 Al
Soropositivos Com les&o 36 | 4,71 B?
50 6,54 C
Sem fundoscopia 188 |[24,58
Total 765 | 100

"No grupo com cicatrizes de leséo tipo A foram incluidos individuos com apenas cicatrizes de
lesdo A (n=22) e individuos com cicatrizes de mdltiplas les@es: tipo AB (n=12), ABC (n=12) e
AC (n=3), totalizando os 49 individuos mostrados da tabela.

’No grupo com cicatrizes de lesao tipo B foram incluidos individuos com apenas cicatrizes de
lesdo B (n=28) e individuos com cicatrizes de lesdes multiplas tipo BC (n=8), totalizando os 36
individuos mostrados da tabela.
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Vale ressaltar a alta soroprevaléncia para toxoplasmose encontrada
entre doadores de sangue abordados aleatoriamente no Hemocentro do
Hospital Ferreira Machado. Num total de 447 individuos, 320 individuos
apresentaram sorologia positiva, 0 que representa 71,6% dos doadores de
sangue voluntarios do projeto. Exames fundoscopicos revelaram alta
prevaléncia de doenga ocular: 21% entre os doadores que apresentaram
sorologia positiva e retornaram para realizacdo dos exames de fundo de olho
(Figura 6).
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Figura 6: Perfil dos doadores de sangue em Campos dos Goytacazes/RJ
quanto a sorologia para toxoplasmose e fundoscopia. A: Status soroldgico dos
individuos. Neg: individuos soronegativos para toxoplasmose e Pos: individuos
soropositivos para toxoplasmose; B: Prevaléncia da doenca ocular. SL:
individuos soropositivos sem cicatrizes de lesdo ocular e CL: individuos
soropositivos com cicatrizes de lesdo ocular; C: Classificacdo das lesdes
oculares. A: individuos que apresentam cicatriz de leséo tipo A; B: individuos
com cicatrizes de leséo tipo B e C individuos que apresentam cicatrizes de

leséo tipo C.

5.2 Producdao das citocinas IFN-y e IL-13

Para o estudo imunoldgico, células de amostras do sangue periférico
provenientes de 16 individuos nao infectados por T. gondii e de 103 individuos
infectados foram mantidas em cultura na presenca ou auséncia de estimulo
antigénico especifico (STAg). No sexto dia, as citocinas IFN-y e IL-13 foram

dosadas no sobrenadante da cultura.
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5.2.1 Comparacdo da producdo de citocinas entre grupos de
individuos soronegativos e soropositivos para Toxoplasma gondii com
presenca ou auséncia de cicatrizes de lesdo ocular

As dosagens de citocinas em sobrenadantes do sexto dia de células
sanguineas em cultura mostraram que, sob estimulo de STAg, células
provenientes de individuos soropositivos para T. gondii, independente da
presenca de cicatrizes de lesdo ocular, apresentaram significativamente maior
producdo de IFN-y (Figura 7A) e de IL-13 (Figura 7B) do que os individuos
soronegativos. A razdo entre os niveis de ambas as citocinas (IFN-y/IL-13) foi
calculado e também revelou diferenca significativa entre individuos negativos e
os individuos com presenca ou auséncia de cicatrizes de lesdo ocular (Figura
70).
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Figura 7: Producédo de IFN-y e IL-13 em sobrenadantes de células sanguineas
de individuos soronegativos para toxoplasmose (Neg), soropositivos sem
cicatrizes de lesdo ocular (SL) e soropositivos com presenca de cicatrizes de
leséo (CL), ap0s estimulo por STAg. A: Producédo de IFN-y; B: Produgéo de IL-
13; C: Razao entre os niveis de IFN-y e IL-13. Barras representam as medianas
das dosagens obtidas. O simbolo *** indica que niveis de producdo foram

estatisticamente diferentes (p<0,001; teste Kruskal-Wallis e teste de Dunn).
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A producéo de citocinas IFN-y e de IL-13 por culturas celulares que nao
receberam STAg (grupo controle) foi inferior a 6 pg/mL e 3,5 pg/mL,
respectivamente, ndo apresentando diferenca significativa entre os grupos de
andlise (dados ndo mostrados).

5.2.2 Comparacdo da producdo de citocinas entre grupos de
individuos soropositivos para Toxoplasma gondii sem cicatrizes de leséo
ocular e com cicatrizes do tipo A,Bou C

Nesta analise, os individuos soropositivos para toxoplasmose que
apresentaram cicatrizes de lesdo ocular foram desmembrados em 3 grupos:
grupo com cicatriz do tipo A, do tipo B ou do tipo C, sendo comparados com
individuos soropositivos sem leséo ocular. Individuos que apresentaram cicatrizes
decorrentes de lesdes multiplas foram agrupados considerando a lesdo mais
severa.

Os resultados indicam que os grupos de individuos com cicatrizes do tipo
A e do tipo B apresentam maior producdo da citocina IFN-y do que individuos
com cicatrizes de lesdo C ou sem lesdo, embora sem significancia estatistica
(Figura 8A). O grupo com cicatriz do tipo A apresentou novamente maior
producédo, quando avaliados os niveis de IL-13, sendo estatisticamente diferente
do grupo com cicatriz do tipo C, o qual apresentou menor producéo (Figura 8B).
Para esta citocina, porém, o grupo com cicatrizes do tipo B, ndo apresentou alta
producdo como para o IFN-y (Figura 8B). Quando calculada a razdo entre as
duas citocinas, observou-se que 0 grupo com cicatrizes do tipo B apresentou o
maior nivel de IFN-y em relacdo ao IL-13 (alta razdo IFN-y/IL-13), embora sem

significancia estatistica (Figura 8C).

5.2.3 Comparacdo da producdo de citocinas entre individuos
soropositivos para Toxoplasma gondii sem cicatrizes de lesdo ocular e
com cicatrizes do tipo A, B ou C, agrupados por faixa etaria

Foi investigado, inicialmente se o nivel de producéo das citocinas IFN-y e
IL-13 era influenciado pela idade. Para isto foram dosadas as citocinas
produzidas, sob estimulo de STAg, por células sanguineas de individuos
soropositivos para toxoplasmose, independente da presenca de lesdo ocular

agrupados em 5 faixas etarias: < 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 ha um decréscimo na producao de
citocinas com a idade. Para a citocina IFN-y, foi visto que os individuos mais
velhos (> 80 anos) apresentaram producéo significativamente menor quando
comparados a individuos com menos de 40 anos ou com idade entre 40 e 59
anos (Figura 9A). Os individuos com menos de 40 anos produziram
significativamente mais IFN-y também que os individuos agrupados na faixa entre
70-79 anos (Figura 9A). Quanto a citocina IL-13 também houve queda na
producéo relacionada a idade, porém a partir dos 69 anos ndo foi observado
decréscimo na producao (Figura 9B). Os individuos alocados na faixa etéria entre
60-69 anos produziram significativamente menos IL-13 que individuos com

menos de 40 anos e com idade entre 40-50 anos (Figura 9B).
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Figura 8: Producéo de IFN-y e IL-13 em sobrenadantes de células sanguineas
de individuos soropositivos sem cicatrizes de lesdo ocular (SL) e soropositivos
com presenca de cicatrizes de leséo tipo A, tipo B ou do tipo C, apods estimulo
por STAg. A: Producgéo de IFN-y; B: Producgéo de IL-13; C: Razao entre os niveis
de IFN-y e IL-13. Barras representam as medianas das dosagens obtidas. O
simbolo * indica que niveis de producdo foram estatisticamente diferentes

(p<0,05; teste Kruskal-Wallis e teste de Dunn).
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Andlises considerando apenas 2 faixas etarias também foram realizadas, a
fim de se aumentar o numero amostral dentro de cada faixa etéria. Neste caso,
os individuos foram alocados em grupos com menos de 60 anos (< 60) e com 60
anos ou mais (= 60). Diferenca significativa na producédo foi observada para
ambas as citocinas, sendo os niveis de IFN-y e IL-13 maiores no grupo com
menos de 60 anos (Figura 9C e 9D).

Para andlise de associacdo da producdo de citocinas a doenca ocular
toxoplasmica, os individuos soropositivos para toxoplasmose sem cicatrizes de
lesdo ocular ou com cicatrizes de leséo tipo A, B ou C foram agrupados quanto a
faixa etaria em individuos com menos de 60 anos (< 60) ou individuos com idade
a partir de 60 anos (= 60). O uso de duas faixas etarias foi selecionado, pois o
desmembramento dos individuos em grupos de lesdes inviabiliza o uso do
agrupamento em 5 faixas etarias, uma vez que néo se teria numero suficiente de
individuos em cada grupo de andlise. Neste caso, além das comparacfes entre
grupos de individuos apresentando diferentes niveis de severidade das lesdes
(comparacdes intergrupos), foram feitas comparagbes dentro de um mesmo
grupo de lesdo com individuos separados pela faixa etaria (comparacdes
intragrupos).

Foi visto que, independente da citocina avaliada, os individuos mais jovens
(< 60 anos) apresentaram maiores niveis destas moléculas, sendo a diferenca
significativa no grupo com cicatrizes do tipo C, quando avaliada a produgdo de
IFN-y, e no grupo sem les&o ocular, para ambas as citocinas (Figura 10A e 10B).

Quanto a comparacdo dos niveis de IFN-y entre os diferentes grupos de
lesdes observa-se que a producdo é maior no grupo com menos de 60 anos
apresentando cicatriz do tipo B, embora ndo haja significancia estatistica (Figura
10A). Ja a producao de IL-13 foi maior no grupo de individuos apresentando
cicatriz do tipo A, principalmente nos mais jovens (Figura 10B).

O célculo de razao entre as citocinas mostrou que individuos com idade a
partir dos 60 anos apresentando cicatriz do tipo B tinham a mais alta razdo IFN-
v/IL-13, seguidos de individuos com menos de 60 anos apresentando cicatriz de
les&o tipo C e do tipo B (Figura 10C). Diferenca estatisticamente significativa foi
observada nos valores de razdo IFN-y/IL-13 entre as faixas etarias do grupo com

cicatrizes de lesao tipo C (Figura 10C).
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Figura 9: Producéo de IFN-y e IL-13 em sobrenadantes de células sanguineas
de individuos soropositivos, independente da presenca de lesdo, agrupados por
faixa etaria, apdés estimulo por STAg. A: Producdo de IFN-y em individuos
agrupados em 5 faixas etarias (< 40 anos, 40-59 anos, 60-69 anos, 70-79 anos e
= 80 anos); B: Producéao de IL-13 em individuos agrupados em 5 faixas etarias (<
40 anos, 40-59 anos, 60-69 anos, 70-79 anos e > 80 anos); C: Produgéo de IFN-y
em individuos agrupados em 2 faixas etarias (< 60 anos e = 60 anos); D:
Producéo de IL-13 em individuos agrupados em 2 faixas etérias (< 60 anos e = 60
anos). Os simbolos *, ** e *** jndicam que niveis de producdo foram
estatisticamente diferentes (p<0,05, p<0,01, p<0,001, respectivamente). Os testes
estatisticos utilizados para comparacéo entre as 5 faixas etarias (A e B) foram
Kruskal-Wallis seguido de Dunn, enquanto o teste aplicado para comparagéo

entre 2 faixas etarias (C e D) foi o Mann-Whitney.
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Para os individuos com cicatrizes do tipo B ndo foi possivel realizar
comparacoes entre faixas etarias, pois o grupo a partir de 60 anos tinha apenas 2

individuos, ndo sendo possivel realizar o teste estatistico Mann Whitney.
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Figura 10: Producgédo de IFN-y e IL-13 em sobrenadantes de células sanguineas
de individuos soropositivos sem cicatrizes de leséo ocular (SL) e soropositivos
com presenca de cicatrizes de lesao tipo A, B ou C, agrupados quanto a faixa
etaria, apos estimulo por STAg. A: Producgéo de IFN-y; B: Producéo de IL-13; C:
Razéo entre os niveis de IFN-y e IL-13. Barras representam as medianas das
dosagens obtidas. Os simbolos * e ** indicam que niveis de producdo foram
estatisticamente diferentes (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). Os testes
estatisticos utilizados foram Kruskal-Wallis seguido de Dunn para comparagéo
entre os diferentes grupos de lesGes, enquanto para entre faixas etarias dentro de

um grupo o teste aplicado foi Mann-Whitney.
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5.3 Comparacdes entre frequéncias alélicas das populacdes de
Campos dos Goytacazes, CEU e YRI

Frequéncias alélicas de 765 individuos residentes em Campos dos
Goytacazes/RJ, incluindo individuos soronegativos para toxoplasmose (n=171)
e individuos soropositivos que realizaram (n=406) ou nao exames
oftalmolégicos (n=188), foram calculadas para 12 marcadores selecionados
para este estudo (Tabela 1, 6 e 7). As frequéncias obtidas na populacédo de
Campos dos Goytacazes foram, entdo, comparadas as da populacdo CEU,
com ascendéncia europeia e da populacao YRI, os lorubas africanos.

Quanto aos marcadores do gene IFNG (Tabela 1) foi observado que
para o SNP rs2069718 o alelo G foi 0 mais frequente (51%) nos individuos de
Campos. Este alelo é o mais frequente também na populacdo CEU (61%) e na
populacdo YRI tem menor frequéncia (35%). Para o marcador rs3181035 a
frequéncia alélica dos individuos de Campos foi intermediaria entre as
populacdes com ascendéncia europeia e africana e o alelo mais frequente nas
trés populacdes foi o alelo C (84%, 96% e 72%, para as populacbes de
Campos, CEU e YRI, respectivamente). A populacdo de Campos apresentou
também frequéncia intermediaria entre CEU e YRI para os marcadores
rs1861493 e rs2430561. Para o rs1861493 o alelo mais frequente nas trés
populacdes foi o alelo A, com frequéncia de 82%, 68% e 96% para as
populacdes de Campos, CEU e YRI, respectivamente. O marcador rs2430561
teve o alelo T como o mais frequente nas 3 populacdes, o qual apresentou
frequéncia de 68%, 57% e 80%, para individuos de Campos, CEU e YRI,
respectivamente. Para o marcador rs2069705 a frequéncia alélica na
populacdo de Campos foi muito semelhante a populacdo CEU e alelo T foi o
mais frequente nas trés populac¢des, com frequéncia de 64%, 62% e 54%, para
individuos de Campos, CEU e YRI, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1: Frequéncias alélicas para SNPs de IFNG obtidas a partir de
individuos de Campos dos Goytacazes, comparadas as frequéncias alélicas no
CEU e YRI.

Frequéncia dos

Frequéncia dos Frequéncia dos
SNPs IFNG Alelos alelos em )
alelos no CEU? alelos no YRI
Campos/RJ
A 0,487 0,390 0,650
rs2069718
G 0,513 0,610 0,350
C 0,844 0,956 0,721
rs3181035
T 0,156 0,044 0,279
A 0,821 0,683 0,958
rs1861493
G 0,179 0,317 0,042
A 0,322 0,433 0,195
rs2430561
T 0,678 0,567 0,805
C 0,362 0,376 0,464
rs2069705
T 0,638 0,624 0,536

'CEU: Moradores de Utah, com ascendéncia europeia ocidental ou nérdica;
YRI: Moradores de Ibadan, Nigéria. Pertencentes a etnia loruba.

Em relacdo aos SNPs presentes no gene IL13 (Tabela 2) foi observado
gue para os marcadores rs1295687 e rs1800925 a populacdo de Campos tem
frequéncia alélica intermediaria entre as populacbes CEU e YRI. Para o
primeiro marcador o alelo mais frequente nas trés populacbes foi o C,
apresentando frequéncia de 85%, 94% e 69% para as populacdes de Campos,
CEU e YRI, respectivamente. O SNP rs1800925 teve como alelo mais
frequente em todas as popula¢des supracitadas o alelo C, com frequéncia de
75%, 82% e 52% nas populacdes de Campos, CEU e YRI. O marcador
rs7719175 tem o alelo T como o mais frequente nas populacdes de Campos e
YRI, e na populacdo CEU este alelo esta fixado (100% de frequéncia). A
frequéncia na populacdo de Campos também foi muito alta (98%) e a
populacdo YRI apresentou frequéncia de 77% para o alelo T. Para o SNP
rs3091307 o alelo A foi 0 mais frequente na populagédo de Campos e CEU, 64%
e 78%, respectivamente. Na populacdo YRI este alelo A foi o menos frequente
(25%) e o alelo G o0 mais frequente (75%) (Tabela 2).
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Tabela 2: Frequéncias alélicas para SNPs de IL13 obtidas a partir de
individuos de Campos dos Goytacazes, comparadas as frequéncias alélicas no
CEU e YRI.

Frequéncia dos

Frequéncia dos Frequéncia dos
SNPs IL13 Alelos alelos em )
alelos no CEU* alelos no YRI
Campos/RJ
C 0,853 0,938 0,686
rs1295687
G 0,147 0,062 0,314
C 0,755 0,825 0,517
rs1800925
T 0,245 0,175 0,483
G 0,024 0,000 0,230
rs7719175
T 0,976 1,000 0,770
A 0,641 0,783 0,250
rs3091307
G 0,359 0,217 0,750

'CEU: Moradores de Utah, com ascendéncia europeia ocidental ou nérdica;
YRI: Moradores de Ibadan, Nigéria. Pertencentes a etnia loruba.

A frequéncia alélica para o marcador rs3921 do gene CXCL10 (Tabela
3) foi muito semelhante entre a populagcdo de Campos e a populagdo YRI,
sendo o alelo C o mais comum, com frequéncia de 67% e 69% nas populacdes
de Campos e YRI, respectivamente. Na populacdo 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 trés populacdes, sendo que a
frequéncia alélica da populacdo de Campos foi mais proxima a populacdo CEU.
As frequéncias para o alelo G foram 89%, 85% e 99% para as populacdes de
Campos, CEU e YRI, respectivamente. Quanto ao SNP rs4508917 foi visto que
o alelo A foi o mais frequente nas trés populacdes e a populacdo de Campos
apresentou a frequéncia mais baixa para este alelo quando comparada as
outras duas. As frequéncias para o alelo A foram 68%, 77% e 79% para as

populacdes de Campos, CEU e YRI, respectivamente (Tabela 3).



64

Tabela 3: Frequéncias alélicas para SNPs de CXCL10 obtidas a partir de
individuos de Campos dos Goytacazes, comparadas as frequéncias alélicas no
CEU e YRI.

Frequéncia dos

SNPs Frequéncia dos Frequéncia dos
Alelos alelos em N 5
CXCL10 alelos no CEU alelos no YRI
Campos/RJ
C 0,669 0,482 0,690
rs3921
G 0,331 0,518 0,310
A 0,115 0,153 0,008
rs4256246
G 0,885 0,847 0,992
A 0,684 0,767 0,792
rs4508917
G 0,316 0,233 0,208

'CEU: Moradores de Utah, com ascendéncia europeia ocidental ou nérdica;
2YRI: Moradores de Ibadan, Nigéria. Pertencentes a etnia loruba.

5.4 Estudo de associagcdo genética com SNPs dos genes IFNG, IL13
e CXCL10

Para as analises de associacdo genética foram utilizados os genotipos
de individuos soropositivos para toxoplasmose que realizaram exames
oftalmoldgicos (n=406), sendo que destes 271 ndo apresentaram cicatrizes de
lesdo ocular (controles) e 132 apresentaram cicatrizes de lesdo decorrente da
infeccéo por T. gondii (casos).

As frequéncias alélicas e genotipicas dos grupos soropositivos para
toxoplasmose exibindo cicatrizes de lesGes do tipo A, B ou C foram
comparadas as frequéncias do grupo soropositivo sem lesdo ocular (controle) a
fim de se investigar a influéncia de polimorfismos de nucleotideo Unico na
propensdo ao desenvolvimento da forma ocular da toxoplasmose e sua
correlacado com os diferentes tipos de lesGes toxoplasmicas.

Observou-se diferenca significativa, para o gene IFNG, na frequéncia
genotipica do SNP rs2069718 (p=0,024) entre individuos portadores de
cicatrizes de lesdo A e individuos sem lesao ocular (controles) (Tabela 4). A
diferenca da frequéncia dos gendtipos AG versus GG entre afetados e controle
se manteve significativa mesmo apoés a corre¢do de Bonferroni (Peorrigido=0,035),
sendo o0 gendtipo homozigoto mais frequente no grupo afetado (Tabela 5 e

Figura 11A). A presenca do gendtipo GG estava associada a uma
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probabilidade 2,3 vezes superior de desenvolver lesfes oculares do tipo A
comparados com gendétipos AA e AG, sendo esta diferenca significativa mesmo
apos correcao de Bonferroni (OR=2,3; pcorrigido=0,04) (Tabela 5). Inversamente,
a presenca do alelo A em homozigose ou heterozigose parece ser protetora: a
probabilidade de individuos carreando o alelo A (AA+AG) de desenvolverem
lesbes do tipo A é aproximadamente 60% menor do que individuos com
genotipo GG (OR=0,43; pcorigido=0,04). O efeito protetor do alelo A € dominante,
enquanto o aumento da susceptibilidade associado ao alelo G tem carater
recessivo (Tabela 5).

Para o marcador rs3181035 do gene IFNG observou-se diferenca
significativa na frequéncia genotipica (p=0,048) e alélica (p=0,013) entre
individuos portadores de cicatrizes de lesdo C e individuos controle sem leséo
ocular (Tabela 4). O alelo T foi significativamente mais frequente (p=0,013) nos
individuos com leséo tipo C do que no grupo controle (Tabela 6 e Figura 11D).
A presenca deste alelo em homozigose ou heterozigose esta associado a uma
probabilidade 2 vezes maior de desenvolver leséo tipo C (OR=2,1; p=0,015),
enquanto a presenca do alelo C em homozigose parece conferir protecao
(OR=0,47; p=0,015). O efeito protetor do alelo C é recessivo e o fendtipo
"susceptibilidade aumentada" do alelo T é dominante (Tabela 6).

O marcador rs1861493 do gene IFNG apresentou diferenca significativa
na frequéncia alélica (p=0,003) e genotipica (p=0,016) entre individuos
portadores de cicatrizes de lesdo C e individuos soropositivos sem les&o ocular
(grupo controle) sendo a diferenca na frequéncia alélica significativa mesmo
apos correcao de Bonferroni (p=0,015) (Tabela 4). O gendétipo AA e o alelo A
foram os mais frequentes no grupo com lesdo C (Figura 11E e 11F,
respectivamente). A presenca do gendtipo AA estava associada a uma
probabilidade 3,4 vezes superior de desenvolver lesdes oculares do tipo C
comparados com a presenca de genoétipos GG e AG, sendo esta diferenca
significativa mesmo apos corre¢édo de Bonferroni (OR=3,38; Pcorigido=0,025)
(Tabela 7). Inversamente, a presenca do alelo G em homozigose ou
heterozigose parece ser protetora, sendo que a probabilidade de individuos
carreando o alelo G (GG+AG) de desenvolverem lesdes do tipo C é 70% menor
do que individuos com genotipo GG (OR=0,29; pcorigico=0,025). E possivel que

o efeito protetor do alelo G seja dominante, enquanto o aumento da
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susceptibilidade associado ao alelo A tenha carater recessivo (Tabela 7). Para

os demais SNPs presentes no gene IFNG avaliados nesse estudo (rs2430561

e rs2069705) nao foi observada significancia estatistica entre grupos de

individuos acometidos por doenca ocular toxoplasmica e individuos controles

(Tabela 4 e Figura 12). As frequéncias observadas para os genotipos de todos

0os 5 SNPS néo diferiu das frequéncias esperadas pelo equilibrio de Hardy-

Weinberg (p>0,05) no grupo controle (Tabela 4).

Tabela 4: Analises de associacdo genética entre SNPs selecionados no gene

de IFNG e manifestacao ocular da toxoplasmose.

SNP IENG Grupos Valor de p Valor de p (x5) EHW
andlises Teste Bonferroni (grupo controle)
Alelo  Genétipo Alelo  Genétipo

Gl 0,082 0,024 0,41 0,12

rs2069718 G2 0,702 0,863 3,51 4,315 0,27
G3 0,801 0,249 4,01 1,245
Gl 0,902 0,393 4,51 1,965

rs3181035 G2 0,675 0,393 3,375 1,965 0,56
G3 0,013 0,048 0,065 0,24
Gl 0,096 0,257 0,48 1,285

rs1861493 G2 0,401 0,389 2,005 1,945 0,34
G3 0,003 0,016 0,015 0,08
Gl 0,697 0,922 3,485 4,61

rs2430561 G2 0,656 0,902 3,28 4,51 0,62
G3 0,239 0,438 1,195 2,19
Gl 0,229 0,253 1,145 1,265

rs2069705 G2 0,509 0,772 2,545 3,86 0,24
G3 0,083 0,096 0,415 0,48

Nota: valor de p com significAncia estatistica em negrito (p<0,05).
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Tabela 5: Distribuicdo alélica e genotipica em individuos com cicatrizes de

lesdo A e

IFNG_rs2069718.

individuos soropositivos sem lesdo (controle) para SNP

Lesédo A Controle
_ _ p (x5) .
(n=49) (n=266) p Odds Ratio IC (95%)
Bonferroni
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 0,679 0,439 - 1,05
0,082 0,41
G 58 59 264 50 1
GG + AG 38 78 203 76 1,072 0,517 - 2,221
0,85 4,25
AA 11 22 63 24 0,933 0,45- 1,932
GG 20 41 61 23 2,318 1,225 - 4,385
0,008 0,04
AA + AG 29 59 205 77 0,431 0,228 - 0,816

Nota: valor de p com significancia estatistica em negrito (p<0,05).

Tabela 6: Distribuicdo alélica e genotipica em individuos com cicatrizes de

lesdo C e

IFNG_rs3181035.

individuos soropositivos sem lesdo (controle) para SNP

Lesao C Controle
_ _ p (x5) .
(n=50) (n=269) p Odds Ratio IC (95%)
Bonferroni
n % n %
CcC 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 0,534 0,323 - 0,883
0,013 0,065
T 26 26 85 16 1
TT+CT 23 46 77 29 2,124 1,147 - 3,933
0,015 0,075
CcC 27 54 192 71 0,471 0,254 - 0,872
TT 3 6 8 3 2,082 0,533 -8,14
0,281 1,405
CC+CT 47 94 261 97 0,480 0,123 -1,878

Nota: valor de p com significAncia estatistica em negrito (p<0,05).
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Tabela 7: Distribuicdo alélica e genotipica em individuos com cicatrizes de
lesdo C e individuos soropositivos sem lesdo (controle) para SNP
IFNG_rs1861493.

Lesao C Controle
_ _ p (x5) .
(n=49) (n=265) p Odds Ratio IC (95%)
Bonferroni
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 3,392 1,442 - 7,976
0,003 0,015
G 6 6 96 18 1
AA+AG 49 100 254 96 4,473 0,259 - 77,22
0,146 0,73
GG 0 0 11 4 0,223 0,013 - 3,859
AA 43 88 180 68 3,384 1,386 - 8,262
0,005 0,025
GG + AG 6 12 85 32 0,295 0,121 -0,721

Nota: valor de p com significAncia estatistica em negrito (p<0,05).

Quanto ao gene IL13 foi observada significancia para 2 SNPs avaliados
neste estudo. O marcador rs1295687 apresentou diferenga significativa na
frequéncia genotipica (p=0,006) e alélica (p=0,018) entre individuos portadores
de cicatrizes de lesdo B e individuos controle sem lesdo ocular (Tabela 8). A
diferenca na frequéncia alélica entre esses grupos se manteve significativa
mesmo apds correcdo de Bonferroni (p=0,024) (Tabela 8). Os gendtipos CC e
CG e o alelo C foram os mais frequente no grupo com lesdo B (Figura 13A e
13B, respectivamente). A presenca do genoétipo CC estava associado a uma
probabilidade aproximadamente 6 vezes maior de desenvolver lesdes oculares
do tipo B quando comparado com a presenca do gendtipo GG, sendo esta
diferenca significativa mesmo apos correcdo de Bonferroni (OR=5,8;
Pcorrigido=0,04) (Tabela 9). A susceptibilidade do heterozigoto CG € intermediaria
(OR=1,943), um indicio que ha auséncia de dominancia. Ja a presenca do

genotipo GG confere protecdo a doencga ocular.
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Figura 11: Frequéncia genotipica e alélica dos SNPs IFNG rs2069718,

rs3181035 e

rs1861493 em grupos de

individuos soropositivos para

toxoplasmose portadores de diferentes fenétipos da lesdo ocular (A, B ou C) e

soropositivos para toxoplasmose nédo portadores de leséo (controle). A e B:

frequéncia genotipica e alélica do SNP rs2069718, respectivamente; C e D:

frequéncia genotipica e alélica do SNP rs3181035, respectivamente; E e F:

frequéncia genotipica e alélica do SNP rs1861493, respectivamente. Os

simbolos * e ** indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05 e p<0,01,

respectivamente; teste Xz)_
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Figura 12: Frequéncia genotipica e alélica dos SNPs IFNG rs2430561 e
rs2069705 em grupos de individuos soropositivos para toxoplasmose
portadores de diferentes fenétipos da leséo ocular (A, B ou C) e soropositivos
para toxoplasmose n&do portadores de lesdo (controle). A e B: frequéncia
genotipica e alélica do SNP rs2430561, respectivamente; C: e D: frequéncia
genotipica e alélica do SNP rs2069705, respectivamente.

Para o marcador rs7719175 do gene IL13 observou-se diferenca
significativa na frequéncia alélica (p=0,013) entre individuos portadores de
cicatrizes de lesdo B e individuos controle sem lesdo ocular, sendo esta
significancia mantida apés correc¢do de Bonferroni (p=0,016) (Tabela 8). Nao foi
possivel, porém, verificar o possivel efeito de homozigose GG, uma vez que
este genotipo ndo foi encontrado na populacdo de estudo. O gendtipo GT e 0
alelo G foram significativamente mais frequentes nos individuos com leséo tipo
B do que no grupo controle (Figura 14A e 14B, respectivamente). A presenca
do alelo G estava associada a uma probabilidade 4,4 vezes maior de

desenvolver leséo tipo B (OR=4,36; Pconigido=0,012), enquanto a presenga do

. A
=B
=C
= Controle

. A
== B
=aC
= Controle



71

alelo T em homozigose conferiu reducéo da chance de desenvolver lesdo B em
aproximadamente 80% (OR=0,23; Pcorigido=0,012) (Tabela 10).

Para os demais SNPs avaliados presentes no gene IL13 (rs1800925 e

rs3091307) ndo foi observada significancia estatistica entre grupos de

individuos acometidos por doenca ocular toxoplasmica e individuos controles

(Tabela 8 e Figura 13 e 14). As frequéncias observadas para 0os genotipos de

todos os 4 SNPS néo diferiu das frequéncias esperadas pelo equilibrio de

Hardy-Weinberg (p>0,05) no grupo controle (Tabela 8).

Tabela 8: Andlises de associacdo genética entre SNPs selecionados no gene

de IL13 e manifestacdo ocular da toxoplasmose.

SNP IL13 Grupos Valor de p Valor de p (x4) EHW
analises Teste y° Bonferroni (grupo controle)
Alelo  Gendtipo Alelo  Gendtipo

Gl 0,945 0,996 3,78 3,984

rs1295687 G2 0,006 0,018 0,024 0,072 0,81
G3 0,422 0,223 1,688 0,892
Gl 0,626 0,717 2,504 2,868

rs1800925 G2 0,96 0,963 3,84 3,852 0,85
G3 0,629 0,731 2,516 2,924
G1 0,427 rk 1,708 ok

rs7719175 G2 0,004 el 0,016 il 0,71
G3 0,891 hx 3,564 i
Gl 0,728 0,946 2,912 3,784

rs3091307 G2 0,887 0,61 3,548 2,44 0,07
G3 0,471 0,572 1,884 2,288

Nota: ***ndo foi possivel calcular o xz
Valor de p com significAncia estatistica em negrito (p<0,05)
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Tabela 9: Distribuicdo alélica e genotipica em individuos com cicatrizes de

lesdo B e

IL13_rs1295687.

individuos soropositivos sem

lesdo (controle) para SNP

Lesédo B Controle
_ _ p (x4) .
(n=36) (n=269) Odds Ratio IC (95%)
Bonferroni
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 2,229 1,236 - 4,019
0,006 0,024
G 54 75 468 87 1
CC +CG 15 42 65 24 2,242 1,092 - 4,602
0,025 0,1
GG 21 58 204 76 0,446 0,217 - 0,916
CcC 3 8 5 2 4,800 1,096 - 21, 02
0,022 0,088
CG + GG 33 92 264 98 0,208 0,048 - 0,912

Nota: valor de p com significancia estatistica em negrito (p<0,05).

Tabela 10: Distribuicdo alélica e genotipica em individuos com cicatrizes de

lesdo B e

IL13_rs7719175.

individuos soropositivos sem

lesdo (controle) para SNP

Lesao B Controle
_ _ p (x4) .
(n=35) (n=265) Odds Ratio IC (95%)
Bonferroni
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 o o *k*%k *k*%k k%%
T 64 91 518 98 0,247 0,090 - 0,681
0,004 0,016
G 6 9 12 2 1
GG+ GT 6 17 12 5 4,362 1,522 -12,50
0,003 0,012
TT 29 83 253 95 0,229 0,080 - 0,657
GG 0 0 0 0
*k*% *%x% *%% *%x%
TT+ GT 35 100 265 100

Nota: ***nao foi possivel calcular o y*

Valor de p com significAncia estatistica em negrito (p<0,05).
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Figura 13: Frequéncia genotipica e alélica dos SNPs IL13 rs1295687 e rs1800925
em grupos de individuos soropositivos para toxoplasmose portadores de diferentes
fenétipos da lesdo ocular (A, B ou C) e soropositivos para toxoplasmose nao
portadores de leséo (controle). A e B: frequéncia genotipica e alélica do SNP
rs1295687, respectivamente; C e D: frequéncia genotipica e alélica do SNP
rs1800925, respectivamente. O simbolo ** indica resultados estatisticamente

diferentes (p<0,01; teste %?).
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Figura 14: Frequéncia genotipica e alélica dos SNPs IL13 rs7719175 e rs3091307
em grupos de individuos soropositivos para toxoplasmose portadores de diferentes
fenétipos da lesdo ocular (A, B ou C) e soropositivos para toxoplasmose nao
portadores de lesdo (controle). A e B: frequéncia genotipica e alélica do SNP
rs7719175, respectivamente; C e D: frequéncia genotipica e alélica do SNP
rs3091307, respectivamente. O simbolo ** indica resultados estatisticamente

diferentes (p<0,01; teste %?).

Andlises de polimorfismos no gene CXCL10 revelaram significancia
estatistica em todos os SNPs selecionados para este estudo. O marcador
rs3921 apresentou diferenca significativa na frequéncia genotipica (p=0,036) e
alélica (p=0,029) entre individuos portadores de cicatrizes de lesdo C e
individuos controle sem lesdo ocular (Tabela 11). A diferenca entre a

frequéncia dos gendtipos CC versus GG se manteve significativa mesmo apos
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a correcdo de Bonferroni (Pcorigido=0,03) (Tabela 12). O genotipo GG e o alelo G
foram os mais frequentes no grupo com lesdo C (Figura 15A e 15B,
respectivamente). A presenca do gendtipo GG estava associado a uma
probabilidade aproximadamente 3 vezes superior de desenvolver lestes
oculares do tipo C (OR=2,82; pcorigico=0,04), enquanto a presenca do alelo C
em homozigose ou heterozigose conferiu redugéo da chance de desenvolver
lesdo B em 65% (OR=0,35; pcorigido=0,042) (Tabela 12). O efeito protetor do
alelo C é dominante, enquanto o aumento da susceptibilidade associado ao
alelo G tem carater recessivo (Tabela 12).

Para o marcador rs4256246 do gene CXCL10 observou-se diferenca
significativa na frequéncia alélica (p=0,037) entre individuos portadores de
cicatrizes de lesdo C e individuos que ndo apresentaram cicatrizes de leséo
ocular (controle) (Tabela 11). O gendtipo GG e o alelo G foi significativamente
mais frequente nos individuos com leséo tipo C do que no grupo controle
(Figura 15C e 15D, respectivamente). A presenca do alelo G em homozigose
estava associada a uma probabilidade 2,6 vezes maior de desenvolver leséo
tipo C (OR=2,6; p=0,046). Por outro lado, a presenca do alelo A em
homozigose ou heterozigose reduziu em aproximadamente 60% a
probabilidade de desenvolver lesdo C (OR=0,38; p=0,046) (Tabela 13). O
efeito protetor do alelo A, possivelmente, € dominante e o fendtipo
"susceptibilidade aumentada" do alelo G recessivo, entretanto, os IC 95% se
sobrepde (Tabela 13).

O marcador rs4508917 do gene CXCL10 apresentou diferenca
significativa na frequéncia genotipica (p=0,04) entre individuos portadores de
cicatrizes de lesdo B e individuos soropositivos para toxoplasmose sem leséo
ocular (Tabela 11). O genétipo GG e o alelo G foram os mais frequente no
grupo com leséo B (Figura 15E e 15F, respectivamente). A presenca do alelo G
em homozigose estava associada a uma probabilidade 3 vezes maior de
desenvolver lesdes oculares do tipo B (OR=3,02; pcorrigido=0,036), enquanto a
presenca do alelo A em homozigose ou heterozigose conferiu reducdo da
chance de desenvolver lesdo 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 carater recessivo

(Tabela 14). As frequéncias observadas para os genoétipos de todos os 3 SNPs
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de CXCL10 néao diferiu das frequéncias esperadas pelo equilibrio de Hardy-

Weinberg (p>0,05) no grupo controle (Tabela 11).

Tabela 11: Andlises de associacao genética entre SNPs selecionados no gene

de CXCL10 e manifestacao ocular da toxoplasmose.

SNP Grupos Valor de p Valor de p (x3) EHW
CXCL10 analises Teste y° Bonferroni (grupo controle)
Alelo  Gendtipo Alelo  Genotipo

Gl 0,545 0,793 1,635 2,379

rs3921 G2 0,141 0,094 0,423 0,282 0,17
G3 0,029 0,036 0,087 0,108
Gl 0,552 0,188 1,656 0,564

rs4256246 G2 0,928 0,606 2,784 1,818 0,54
G3 0,037 0,121 0,111 0,363
Gl 0,312 0,202 0,936 0,606

rs4508917 G2 0,122 0,04 0,366 0,12 0,41
G3 0,128 0,296 0,384 0,888

Nota: valor de p com significancia estatistica em negrito (p<0,05).

Tabela 12: Distribuicdo alélica e genotipica em individuos com cicatrizes de
lesdo C e individuos soropositivos sem lesdo (controle) para SNP
CXCL10_rs3921.

Lesdo C Controle
_ _ p (x3) .
(n=45) (n=258) p Odds Ratio IC (95%)
Bonferroni
N % n %
CcC 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 0,604 0,382 - 0,953
0,029 0,087
G 39 43 163 32 1
GG +GC 30 67 142 55 1,634 0,839 - 3,182
0,146 0,438
CcC 15 33 116 45 0,612 0,314 -1,192
GG 9 20 21 8 2,821 1,198 - 6,642
0,014 0,042
CC + GC 36 80 237 92 0,354 0,151 -0,834

Nota: valor de p com significancia estatistica em negrito (p<0,05).
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Tabela 13: Distribuicdo alélica e genotipica em individuos com cicatrizes de

lesdio C e

individuos  soropositivos sem
CXCL10_rs4256246.

lesdo (controle) para SNP

Leséo C Controle
_ _ p (x3) :
(n=50) (n=268) p Odds Ratio IC (95%)
Bonferroni
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 0,381 0,149 - 0,973
0,037 0,111
G 95 95 471 88 1
GG+AG 50 100 263 98 2,108 0,115 - 38,75
0,33 0,99
AA 0 0 5 2 0,474 0,026 - 8,720
GG 45 90 208 78 2,596 0,986 - 6,833
0,046 0,138
AA + AG 5 10 60 22 0,385 0,146 - 1,014
Nota: valor de p com significancia estatistica em negrito (p<0,05).
Tabela 14: Distribuicdo alélica e genotipica em individuos com cicatrizes de
lesdo B e individuos soropositivos sem lesdo (controle) para SNP
CXCL10_rs4508917.
Leséo B Controle
_ _ p (x3) .
(n=36) (n=266) Odds Ratio  IC (95%)
Bonferroni
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 0,672 0,406 - 1,115
0,122 0,366
G 29 40 166 31 1
GG + AG 21 58 143 54 1,204 0,595 - 2,438
0,605 1,815
AA 15 42 123 46 0,830 0,410 - 1,681
GG 8 22 23 9 3,019 1,234 - 7,386
0,012 0,036
AA + AG 28 78 243 91 0,331 0,135-0,811

Nota: valor de p com significAncia estatistica em negrito (p<0,05).
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Figura 15: Frequéncia genotipica e alélica dos SNPs CXCL10 rs3921,
rs4256246 e rs4508917 em grupos de individuos soropositivos para
toxoplasmose portadores de diferentes fenétipos da lesdo ocular (A, B ou C) e
soropositivos para toxoplasmose néo portadores de lesdo (controle). A e B:
frequéncia genotipica e alélica do SNP rs3921, respectivamente; C e D:
frequéncia genotipica e alélica do SNP rs4256246, respectivamente; E e F:
frequéncia genotipica e alélica do SNP rs4256246, respectivamente. Os
simbolos * e ** indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05 e

p<0,01; teste y?).
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Trés SNPs avaliados neste trabalho apresentaram genotipos
significativamente associados a probabilidade de desenvolver lesdo B. Sao
eles: gendtipos CC e CG do SNP rs1295687 (gene IL13); gendtipo GT do SNP
rs7719175 (gene IL13) e gendtipo GG do SNP rs4508917 (gene CXCL10).
Tendo em vista a influéncia destes polimorfismos na susceptibilidade a doenca
ocular, os individuos do estudo foram avaliados quanto ao numero de
genodtipos de risco que apresentavam. Para isto, os individuos foram
categorizados em: individuos com até um genotipo de risco ou individuos com
dois ou mais genotipos de risco. A frequéncia de individuos com estes
diferentes perfis de genoétipo de risco foram comparadas entre os grupos de
individuos com cicatrizes de lesdo B e individuos controle sem lesdo ocular
(Figura 16A). Foi visto que o grupo portando cicatrizes de lesdo B teve
significativamente  (p<0,0001) maior frequéncia de individuos que
apresentavam concomitantemente dois ou mais genétipos de risco para a
doenca ocular, enquanto o grupo sem leséo ocular tinha a maior frequéncia de
individuos ndo portadores genaétipo de risco ou portando apenas um (Figura
16A).

Quanto o desenvolvimento de lesao tipo C foi visto neste trabalho que
quatro SNPs avaliados apresentaram genotipos significativamente associados
a probabilidade de desenvolver a doenca. Séo eles: genétipos CT e TT do SNP
rs3181035 (gene IFNG); gendtipo AA do SNP rs1861493 (gene IFNG),
genotipo GG do SNP rs3921 (gene CXCL10) e gendtipo GG do SNP
rs4256246 (gene CXCL10). Neste caso, os individuos foram categorizados em
trés niveis: individuos que ndo apresentavam genétipo de risco, individuos com
um ou dois genotipos de risco e individuos com mais de trés gendtipos de
risco. Foi observado que a frequéncia de individuos no grupo de portadores de
lesdo C e grupo controle variou significativamente (p=0,0004) quanto ao
namero de gendtipos de risco (Figura 16B). Todos os individuos do grupo com
lesdo C apresentaram pelo menos um genétipo de risco para doenca ocular e a
frequéncia de individuos que apresentavam concomitantemente trés ou mais
genotipos de risco foi significativamente superior ao grupo sem leséo ocular
(Figura 16B).
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Figura 16: Frequéncia de individuos apresentando numeros variados de
gendtipos de risco em grupos de individuos soropositivos para toxoplasmose
portadores de diferentes fenoétipos da lesdo ocular (B ou C) e soropositivos para
toxoplasmose nao portadores de leséo (SL). A: Individuos apresentado até 1
(0-1) ou mais de 2 genotipos de risco (2-3) relacionados a lesdo B; B:
Individuos apresentado 0, até 2 (1-2) ou mais de 3 genotipos de risco (3-4)

relacionados a leséo C. Valores de p foram obtidos pelo teste y°.

5.3 Relacao entre polimorfismos de nucleotideos Unicos nos genes
IFNG e IL13 e producéo das citocinas IFN-y e IL-13

A fim de se estabelecer a relacdo entre gendtipo e fendtipo, citocinas IFN-
vy e IL-13 produzidas sob estimulo de STAg, por células sanguineas de
individuos soropositivos para toxoplasmose, independente da presenca de
lesdo ocular, foram dosadas e a producao foi comparada entre os diferentes
genotipos de SNPs nos genes IFNG e IL13. A andlise dos gréficos de
dispersédo de pontos referentes a producao de IFN-y e IL-13 (Figura 17 e 18,
respectivamente) permitiu identificar grupamentos de individuos com valores
mais elevados e valores mais baixos de producao para ambas as citocinas. Um
ponto arbitrario de corte (cut off) foi determinado de acordo com a dispersao
dos valores observados, tomando-se como base o padrdo de distribuicdo do
grupo de individuos apresentando cicatrizes de lesdes oculares. Para a citocina
IFN-y foi estabelecido como cut off o valor 5000 (Figura 17) e para a citocina IL-
13, o valor 200 (Figura 18). Os individuos pertencentes ao grupamento de
valores mais elevados de IFN-y (>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 individuos altos produtores de IFN-y, foi visto
que 22% dos individuos avaliados (21/95) apresentavam alta produgéo de IFN-
v. Em relacdo ao gene IFNG foi visto que para o SNP rs2069718 (Figura 17A)
todos os gendtipos apresentaram producdo de IFN-y semelhante (p=0,942). Os
gendtipos AA e AG tiveram o maior percentual de individuos 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 produgdo de IFN-y nos
individuos portadores do genoétipo TT, porém sem significancia estatistica
(p=0,539), e cinquenta por cento (2/4) dos individuos que apresentaram este
genatipo foram altos produtores de IFN-y. Os gendtipos CC e CT apresentaram
21% (14/66) e 19% (5/26), respectivamente, de individuos altos produtores de
IFN-y (Figura 17B).

Individuos com o gendtipo AA do marcador rs1861493 tiveram a maior
producdo de IFN-y, mas esta diferenca ndo foi significativa (p=0,202). Os
genotipos AA e AG, por sua vez, apresentaram frequéncia semelhante de
individuos altos produtores, 22% (16/74) e 25% (5/20), respectivamente.
Nenhum individuo com o genétipo GG foi alto produtor de citocina (Figura
17C).

O marcador rs2430561 teve como maior produtor de IFN-y o genotipo
TT, mas sem significancia estatistica (p=0,384). A maior frequéncia de
individuos altos produtores de IFN-y (25%; 10/44) foi observada em portadores
desse genotipo, seguidos dos individuos portando o alelo T em heterozigose
(20%; 9/44) e a menor frequéncia de altos produtores de IFN-y (14%; 1/7) foi
observada nos individuos com genétipo AA (Figura 17D).

N&o foi observada relacdo (p=0,989) entre a produgcao de IFN-y e os
genaotipos do marcador rs2069705 (Figura 17E). A frequéncia de individuos
altos produtores de IFN-y foi praticamente a mesma entre os individuos

portando os genétipos CC, CT e TT (22%, 22% e 21%, respectivamente).
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Figura 17: Relacdo entre gendtipos de SNPs presentes no gene IFNG e
producdo de IFN-y. A: Producdo de IFN-y associada aos genotipos do
marcador rs2069718; B: Producdo de IFN-y associada aos genoétipos do
marcador rs3181035; C: Producdo de IFN-y associada aos genoétipos do
marcador rs1861493; D: Producdo de IFN-y associada aos genotipos do
marcador rs2430561 e E: Producdo de IFN-y associada aos genotipos do
marcador rs2069705. As barras indicam valores de mediana e linha pontilhada
indica valor de cut off (=5000), estabelecido para classificacdo dos individuos

em alto ou baixo produtores de IFN-y. Os testes estatisticos utilizados foram

Kruskal-Wallis seguido de Dunn.
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Quanto a IL-13 foi visto que 16,5% dos individuos avaliados (16/97)
apresentavam alta producdo desta citocina. Em relacdo aos genotipos foi
observado que para o SNP rs1295687, os portadores do genotipo CC produziram
maiores niveis de IL-13, mas sem significAncia estatistica (p=0,219). Quanto a
frequéncia de altos produtores de citocinas, 0os gendtipos GG e CG tiveram o
maior percentual de individuos (17%), sendo 12/72 e 4/23, respectivamente.
Nenhum individuo com gendtipo CC foi alto produtor de IL-13 (Figura 18A).

O marcador rs1800925 teve como maiores produtores de IL-13 individuos
portadores do gendtipo TT, porém sem significancia estatistica (p=0,182).
Portadores deste gendtipo tiveram o maior percentual de individuos altos
produtores de IL-13, correspondendo a 37,5% do grupo (3/8). Os gendtipos CC
e CT apresentaram 18% (8/45) e 12% (5/41), respectivamente, de individuos
altos produtores de IL-13 (Figura 18B).

Para o marcador rs7719175 a producéo de IL-13 foi semelhante entre os
genatipos (p=0,69). Quanto a frequéncia de altos produtores, foi observado que
19% (17/88) dos individuos com o genétipo TT tiveram o perfil de altos
produtores de IL-13. Nenhum individuo com gendtipo TG, por sua vez, foi alto
produtor de citocina (Figura 18C).

Quanto ao marcador rs3091307 foi observado que a producéo de IL-13 foi
estatisticamente maior nos individuos com os genétipos GG e AG (p=0,039). Em
relacdo a frequéncia de altos produtores de IL-13 foi visto que 33% dos
individuos portadores do genétipo GG (5/15) tinham alta producdo desta
citocina. Os gendtipos AA e AG apresentaram 16% (6/37) e 11% (5/45),

respectivamente, de individuos altos produtores (Figura 18D).
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Figura 18: Relacdo entre gendtipos de SNPs presentes no gene IL13 e
producao de IL-13. A: Producéo de IL-13 associada aos genoétipos do marcador
rs1295687; B: Producdo de IL-13 associada aos gendtipos do marcador
rs1800925; C: Producédo de IL-13 associada aos gendtipos do marcador
rs7719175 e D: Producdo de IL-13 associada aos gendtipos do marcador
rs3091307. As barras indicam valores de mediana e linha pontilhada indica
valor de cut off (=200), estabelecido para classificacdo dos individuos em alto
ou baixo produtores de IL-13. Os testes estatisticos utilizados para comparacao
entre 3 gendtipos foram Kruskal-Wallis seguido de Dunn e para comparacao
entre 2 gendtipos foi Mann-Whitney.

5.3 Relagcdo entre polimorfismos de nucleotideos Unicos
associados a toxoplasmose ocular e producgéo das citocinas IFN-y e IL-13
em grupos de afetados e controles

A produgdo das citocinas IFN-y e IL-13 foi entdo associada a
polimorfismos nos genes IFNG e IL13 que foram estatisticamente significativos
em relagdo a propensado ao desenvolvimento de leséo ocular toxoplasmica. Os

genotipos dos SNPs associados a doenca foram relacionados aos niveis de
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citocinas produzidos por células de individuos soropositivos para toxoplasmose
sem lesdo ocular (controle) e por células de individuos acometidos por lesdo
ocular (A, B ou C).

Em relacdo ao gene IFNG foi visto que para o SNP rs2069718, a produgéo
de IFN-y por portadores do genétipo AG, que confere protecdo ao
desenvolvimento de lesdo A (Tabela 5), foi maior no grupo de individuos
acometidos por este tipo de lesdo ocular do que no grupo controle (Figura 19A).

Para o marcador rs3181035 foi observado que a produgéo de IFN-y por
individuos carreando o gendtipo CT, relacionado a manifestacéo clinica de lesées
tipo C (Tabela 6), era maior no grupo de individuos com lesdo ocular C quando
estes eram comparados aos controles (Figura 19B).

Quanto ao SNP rs1861493, associado ao desenvolvimento de lesGes
oculares do tipo C (Tabela 7), a producdo de IFN-y por todos os gendtipos deste
marcador foi semelhante no grupo de individuos soropositivos sem lesédo ocular
(controle) e no grupo de individuos portadores de cicatriz de lesdo C (Figura
19C).

Quanto a polimorfismos no gene IL13 foi observado que para o marcador
rs1295687, portadores do genétipo CG, relacionado as manifestacdes clinicas de
lesbes oculares tipo B (Tabela 9), tinham menor producéo de IL-13 no grupo com
leséo B do que no grupo controle (Figura 20A). Por outro lado, a alta producao de
IL-13 por portadores do genétipo GG, relacionado a protecéo (Tabela 9), ndo foi
capaz de prevenir ao aparecimento da leséo tipo B (Figura 20A).

Para o marcador rs7719175, também associado a manifestacéo clinica de
lesdes tipo B (Tabela 10), foi visto que individuos do grupo acometido por leséo
B, seja portadores do gendtipo GT quanto do gendtipo TT, produziram mais I1L-13

do que o grupo controle (Figura 20B).



86

7000+ 4000-
6000+
5000
4000+
3000+

2000+
10004 .
0=
(2]

3000+

20004

10004

rs2069718
Produgao IFN-y (pg/ml)

rs3181035
Produgao IFN-y (pg/ml)

0-

5)

GG (n=4) |
17).
37) :l
GG (n=10) :l

[[] ﬁ 1] § § ’I-«I;
(5 (3 [} [[] (= ﬂ; 1} 5
T @ £ = = g = E
(&) (&) Ll
< ff g 3}
A SL o SL
C
2000+
E
> 1500
o
&
€2
S i 1000+
®%
2
-§ 500
a
o-— . — - = —
N « ~ ) -
= 1] < - 1
£ £ £ £ o
£ & £ £ 2
: < 2
¢ SL

Figura 19: Associacdo entre a producao de IFN-y em grupos de individuos
afetados e controles e gendtipos de SNPs no gene IFNG relacionados a
toxoplasmose ocular. A: Producdo de IFN-y associada aos genétipos do
marcador rs2069718 em grupos de individuos com lesdo A versus controle; B:
Producdo de IFN-y associada aos gendtipos do marcador rs3181035 em
grupos de individuos com lesdo C versus controle; C: Producdo de IFN-y
associada aos genoétipos do marcador rs1861493 em grupos de individuos com

lesdo B versus controle. As barras indicam valores de mediana.
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Figura 20: Associacdo entre a producdo de IL-13 em grupos de individuos
afetados e controles e gendtipos de SNPs no gene IL13 relacionados a
toxoplasmose ocular. A: Producdo de IL-13 associada aos genotipos do
marcador rs1295687 em grupos de individuos com lesdo B versus controle; B:
Producéo de IL-13 associada aos gendtipos do marcador rs7719175 em grupos
de individuos com lesdo B versus controle. As barras indicam valores de

mediana.
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6 DISCUSSAO

A toxoplasmose € considerada uma das mais comuns infeccfes
parasitarias do mundo e estima-se que 30% da populacdo mundial esteja
infectada (Robert-Gangneux e Dardé, 2012). Em Campos dos Goytacazes, a
endemicidade da toxoplasmose é alta, atingindo 57,2% da populacdo quando
se considera conjuntamente as classes alta, média e baixa (Bahia-Oliveira et
al., 2003). No contingente populacional de baixo poder aquisitivo o nivel de
prevaléncia desta infecgéo atinge 84,8% (Bahia-Oliveira et al., 2003).

O presente estudo mostrou também ser alta, na cidade de Campos dos
Goytacazes, a soroprevaléncia 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, n&do foi avaliada a presenga do
parasita no sangue no momento da doacado (infeccdo aguda), no entanto, a
deteccado de anticorpos IgG contra T. gondii revela a alta prevaléncia da doenca
entre os doadores e aponta para o risco de transmissao de T. gondii por
transfusdo de sangue proveniente de individuos assintomaticos infectados pelo
parasita. Relatos da literatura que mostram T. gondii circulando no sangue
periférico de individuos cronicamente infectados por este parasita (Silveira et
al., 2011; Lee et al., 2012) confirmam o potencial da transmisséo via doadores
com toxoplasmose crbnica. Além disso, o armazenamento do sangue nas
unidades de refrigeracdo, apds coleta, ndo pode evitar a transmissao, uma vez
gue o parasita pode sobreviver em sangue por 50 dias a 4°C (Kimball et al.,
1965; Raisanen, 1978). Ha pouca informacdo sobre a epidemiologia da
infeccdo por T. gondii em doadores de sangue no Brasil. Um estudo
epidemiologico realizado em doadores de sangue de Recife mostrou
prevaléncia similar a observada em Campos: 75% de um total de 120
individuos apresentaram sorologia positiva (IgG) para toxoplasmose (Coélho et
al., 2003). Em Natal, doadores de sangue apresentaram prevaléncia de 43,7%
em um total de 183 individuos (De Araujo et al., 1975).

A infeccdo por T. gondii em doadores de sangue representa um risco
particularmente importante para transmissao a individuos imunocomprometidos
ou imunossuprimidos que necessitem de transfusédo, uma vez que para estes

individuos a doenca pode ser fatal. Segundo Tenter e colaboradores (2000), T.
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gondii € um protozoario oportunista que provoca encefalite grave em até 40%
dos pacientes com AIDS e 10-30% dos pacientes aidéticos infectados com T.
gondii sucumbem a doenca. Além, disso existe 0 risco da transmissdo a
mulheres gravidas soronegativas para T. gondii. Se o parasita é transmitido a
mulher durante a gravidez, T. gondii pode também ser transmitida ao feto, com
graves consequéncias (Tenter et al., 2000). Cerca de 10% das infeccbes pré-
natais resultam em aborto ou morte neonatal e os sinais da triade classica da
toxoplasmose (retinocoroidite, calcificacdes intracranianas e hidrocefalia) se
manifestam em até 10% dos recém-nascidos. Além disso, cerca de 12-16%
dos recém-nascidos infectados morrem da doenca (Tenter et al., 2000). Os
bebés que sobrevivem podem sofrer de retardo mental progressivo ou outras
deficiéncias neurolégicas, que muitas vezes, requerem educacdo especial e
assisténcia residencial (Tenter et al., 2000). Considerando que Campos dos
Goytacazes € uma éarea altamente endémica para toxoplasmose, pode ser
adequado incluir a triagem para T. gondii no cronograma de testes pré-
transfusionais para grupos que requerem atencao adicional (imunossuprimidos,
imunocomprometidos, gestantes), uma vez que ha o risco de morte caso haja
contato com o parasita.

A manifestacdo clinica mais comum, em humanos imunocompetentes,
decorrente da infeccdo pelo protozoario Toxoplasma gondii € a retinocoroidite,
sendo esta a causa mais comum de uveite posterior em varias partes do
mundo, incluindo a América do Norte, América do Sul e regides da Europa
(Holland, 2003). Em Campos dos Goytacazes, Bahia-Oliveira e colaboradores
(2012) mostraram que a prevaléncia da manifestacdo ocular da toxoplasmose
pode atingir 30% da populacdo soropositiva.

Foi proposto recentemente que parametros imunolégicos e genéticos
tém importante contribuicdo na diversidade das lesdes oculares toxoplasmicas
(Bahia-Oliveira et al.,, 2012). Esta hipbtese é reforcada pelos resultados do
presente estudo, no qual se investigou se o perfil diferenciado de secrecdo das
citocinas IFN-y e IL-13, bem como se polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs)
nos genes que IFNG, IL13 e CXCL10, estdo associados a susceptibilidade ou
protecdo contra a retinocoroidite causada pela infeccdo por T. gondii. As
citocinas sdo um grupo de proteinas moduladoras que se ligam a seus

receptores em resposta a um estimulo, resultando na ativacdo de uma via de
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transducédo de sinal (Smith e Humphries, 2009). O nivel basal de citocinas ou
produzidas sob estimulo varia entre os individuos e tanto a influéncia ambiental
quanto o background genético tem mostrado exercer funcdo nesta variacéo
(Smith e Humphries, 2009).

As citocinas avaliadas neste estudo pertencem a subconjuntos de células
T helper distintos: o IFN-y & a principal citocina do padrdo Thl de resposta
imune e controla a resposta inflamatoéria contra patdgenos intracelulares; as
citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 definem o padrao Th2 de resposta, o qual controla a
resposta inflamatéria do padrdo Thl (Abbas et al., 2008). A infec¢do por T.
gondii induz uma forte e persistente resposta Thl, marcada pela producdo do
IFN-y, entre outras citocinas pro-inflamatoérias como, IL-12 e TNF-a (Munoz et
al., 2011). Uma resposta imune efetiva contra os parasitas deve ser
devidamente balanceada, caso contrario pode se tornar lesiva para o
hospedeiro gerando processos de autoagressdo. Isso € particularmente
importante no contexto da toxoplasmose ocular, pois a resposta imunoldgica
desenvolvida para o controle da multiplicacdo de T. gondii no olho pode
desencadear quebra do privilégio imune e causar danos teciduais (Lyons et al.,
2001). Esse cenario elucida o importante papel de citocinas de padrbes
distintos (Thl x Th2), como IFN-y e IL-13 na toxoplasmose ocular: uma
quantidade muito baixa de IFN-y pode resultar em dano no tecido ocular por
nao ser capaz de conter a multiplicacdo do parasita. Por outro lado, o excesso
desta citocina pode levar a mecanismos de autoagressdo. Este papel
paradoxal do IFN-y j& foi anteriormente descrito (Bahia-Oliveira et al., 1998,
Zaidi e Merlino, 2011). A citocina IL-13 desempenha importante papel no
controle da resposta inflamatéria Thl. O papel da IL-13 na resposta imune
ocular ja foi mostrada por Lemaitre (2001) em modelo experimental de uveite
induzida por endotoxina, em ratos. Foi demonstrado por este pesquisador que
IL-13 modula a inflamacéo intraocular promovendo decréscimo de moléculas
pré-inflamatérias (Lemaitre, 2001).

Foi visto no presente estudo, que as células sanguineas provenientes de
individuos soropositivos para T. gondii, independente da presenca de cicatrizes
de lesé@o ocular, apresentaram significativamente maior producdo de IFN-y e de
IL-13 do gue os individuos soronegativos, apds estimulo com antigeno especifico

STAg. A razao entre os niveis de ambas as citocinas (IFN-y/IL-13) foi também
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calculada e revelou diferenca significativa entre individuos soronegativos e
soropositivos com presencga ou auséncia de cicatrizes de lesao ocular (Figura
7). Este resultado ja era previsto, uma vez que linfécitos dos individuos
soropositivos para T. gondii teriam a capacidade de responder (secretando
citocinas, por exemplo) de forma rapida e efetiva, ao estimulo com antigenos
do parasita, devido a persisténcia de populacbes clonais de linfécitos
especificos resultantes de um contato prévio com T. gondii (memdria
imunologica). Esta analise, ndo responde, portanto, quanto a susceptibilidade
as lesdes oculares.

Os individuos soropositivos para toxoplasmose apresentando lesbes
oculares cicatrizadas foram, entdo, desmembrados em 3 grupos, tendo como
critetrio o grau de destruicdo do tecido retiniano: cicatrizes da retina
apresentando alto, médio ou baixo grau de severidade, foram identificadas
como tipo A, B ou C, respectivamente. Individuos que apresentaram cicatrizes
decorrentes de lesdes multiplas foram agrupados considerando a lesdo de maior
severidade. Nesta analise, foi possivel observar que os grupos de individuos com
cicatrizes do tipo A e do tipo B apresentaram o maior nivel da citocina IFN-y.
Porém, quando avaliados os niveis de producédo da citocina IL-13 foi visto que o
grupo com cicatriz do tipo A apresentou novamente maior producdo, mas o0 grupo
com cicatrizes do tipo B, ndo apresentou alta producdo da IL-13 como havia
apresentado para o IFN-y (Figura 8A e 8B). Quando calculada a razdo entre as
duas citocinas, observou-se que 0 grupo com cicatrizes do tipo B apresentou a
mais alta razdo IFN-y/IL-13 (Figura 8C). Embora sem significAncia estatistica,
estes resultados podem indicar que as lesdes que acometeram os individuos com
cicatriz do tipo A tenham sido originadas por mecanismos de destruicdo do tecido
retiniano distintos dos que ocasionaram as les6es nos individuos com cicatriz do
tipo B. O cenario ideal é que os individuos produzam uma resposta Th1/Th2
equilibrada e adequada ao desafio antigénico. Porém, individuos que
desenvolveram leséo tipo B parecem ter uma resposta desbalanceada, com
predominio da citocina pro-inflamatéria IFN-y, o que pode levar a destruicéo
tecidual por mecanismos de autoagressao. O papel do IFN-y em uveites de
origem autoimune ja foi descrito por Hooks e colaboradores (1988). Segundo
estes pesquisadores a presenca da citocina IFN-y, bem como de IL-2, estava

associada a um infiltrado de linfécitos e ao aumento da expressdo de moléculas
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de MHC-Il tanto em células do infiltrado como em células residentes como o
epitélio pigmentar da retina e endotélio vascular retiniano de pacientes com uveite
(Hooks et al., 1988). A funcdo das moléculas de MHC-II é ligar peptideos
antigénicos e apresenta-los aos linfocitos, desencadeando a ativacdo destas
células (Abbas et al., 2008). Assim sendo, a citocina IFN-y € requerida para
modular a resposta imune do hospedeiro contra agentes infecciosos como T.
gondii, mas, por outro lado, pode mediar processos imunopatolégicos, levando a
mecanismos de autoagressao.

Os individuos com cicatriz do tipo A, por sua vez, apresentaram a maior
producdo de IL-13 (Figura 8B) e a razdo IFN-y/IL-13 foi similar a dos individuos
sem lesdo ocular. Isso indica que os danos na retina neste grupo de individuos
podem ter sido causados por mecanismos diferentes do que o0 proposto para
individuos que desenvolveram lesédo tipo B. Sugere-se a hipétese de que
individuos que desenvolveram lesdo A sofreram infec¢céo intrauterina (congénita),
sendo expostos ao parasita em condicdes desfavoraveis de defesa devido a
imaturidade do sistema imunolégico no momento da infeccdo. Nesta condicao,
dois possiveis mecanismos de lesdo tecidual sdo sugeridos: 1) lesdo por
processos de autoagressao, possivelmente ocasionados por uma resposta
inflamatodria exacerbada, em decorréncia de altos niveis de IFN-y, incapaz de
ser controlada pela citocina IL-13 ou 2) lesdo por danos diretos causados
replicacdo intensiva do T. gondii na retina, possivelmente devido a baixa
producéo de IFN-y, regulado negativamente pela citocina IL-13.

Quanto aos individuos apresentando cicatrizes de lesbes brandas (tipo C),
foi visto que o padrdo de secrecdo para ambas citocinas foi similar ao de
individuos que nao tiveram doenca ocular (Figura 8A e 8B). Sugere-se, assim,
que o perfil de resposta imune contra T. gondii exibida por individuos com
cicatrizes do tipo C é capaz de conter a multiplicacdo parasitaria e, ao mesmo
tempo, manter uma resposta intraocular mais equilibrada, conseguindo evitar,
dessa forma, danos severos aos tecidos oculares.

Posteriormente, foi avaliada a influéncia da idade no perfil de secrecao de
citocinas e consequentemente na severidade das lesbes. Para isso, foi
investigado, inicialmente, se o nivel de producgéo das citocinas IFN-y e IL-13 era
influenciado pela idade, independente da presenca de cicatrizes de leséo ocular.

Niveis de citocinas produzidos, sob estimulo de STAg, por células sanguineas de
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individuos soropositivos para toxoplasmose agrupados em cinco faixas etarias
distintas (< 40 anos, 40-59 anos, 60-69 anos, 70-79 anos e > 80 anos) foram
comparados. Observou-se que h&d um decréscimo significativo na producao das
citocinas IFN-y (Figura 9A) e IL-13 (Figura 9B) com o avanco da idade. Diferenca
significativa foi observada também considerando apenas duas faixas etarias (< 60
anos e = 60 anos): tanto para IFN-y quanto para IL-13 os niveis 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 Organizacao
Mundial de Saude (Pereira et al., 2003). Neste periodo a funcédo imune parece
estar alterada de um modo geral, processo conhecido como imunossenescéncia.
Os resultados deste trabalho corroboram varios relatos da literatura que afirmam
ser menor a producdo das citocinas IFN-y e IL-13 por individuos 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-y e IL-13 observado neste trabalho pode ser um dos motivos
de a idade avancada ser maior fator de risco para o desenvolvimento de doenca
ocular entre individuos infectados por T. gondii, como descrito por Holland (2009)
e Portela e colaboradores (2004). Bosch-Driessen e colaboradores (2002)
mostraram que nos individuos com média de idade de 29,9 anos, a
toxoplasmose ocular foi primeiramente vista quando estes tinham evidéncia
sorologica de infeccao adquirida remotamente. Ja os individuos com média de
idade de 50,6 anos a toxoplasmose ocular foi primeiramente detectada quando
eles tiveram evidéncia sorolégica de infeccao recente. Esses dados sugerem
que, em se tratando de uma primo-infeccdo po6s natal, individuos mais velhos,
de fato, estdo sob maior risco de envolvimento ocular, do que individuos
jovens. Os resultados aqui apresentados corroboram o que foi hipotetizado por
Holland (2004), segundo o qual a diminui¢do da imunidade em individuos mais
velhos poderia limitar reacdes inflamatorias levando a doenca ocular mais
severa por danos diretos.

Estas associa¢gbes entre idade, resposta imune e susceptibilidade a
toxoplasmose ocular podem ter implicacfes importantes para o tratamento da
doenca ocular. O método atual de tratamento das retinocoroidites toxoplasmica

geralmente envolve um curso finito de uma ou mais drogas anti-Toxoplama
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gondii, podendo haver uso simultdneo de corticosteroides orais para reduzir o
risco de danos nos tecidos associados a resposta inflamatéria (Holland, 2009).
Silveira e colaboradores (2002) propuseram, por sua vez, uma nova estratégia
de tratamento que demonstrou reduzir a incidéncia de recidivas: um tratamento
intermitente com drogas anti-Toxoplasma gondii a longo prazo. Esse tipo de
profilaxia secundéria poderia beneficiar pacientes idosos, os quais podem ter
problemas com a terapia convencional. Segundo Holland (2009) as lesdes
grandes e de longa duracdo observada em pacientes idosos podem decorrer
da replicacédo prolongada de parasitas, possivelmente devido a deficiéncias na
resposta imune. Portanto, pode ser prudente retirar o uso concomitante dos
corticosteroides em tais casos, para evitar maiores supressdo das defesas do
hospedeiro (Holland, 2009). Estudos adicionais se fazem necesséarios para
expandir a compreensao e direcionar quais sdo as consequéncias praticas da
associacao entre envelhecimento e toxoplasmose ocular. Algumas questdes
praticas a serem respondidas séo: 1) H& necessidade que o tratamento seja
ajustado em funcéo da idade do paciente? e 2) Existe diferenca na resposta ao
tratamento em funcdo da idade? Esta questédo € particularmente importante em
estudos que comparam resposta ao tratamento, desconsiderando a idade dos
individuos dos grupos avaliados, uma vez que esta pode ser uma variavel que
gere confusao nos resultados.

Investigada a influéncia da idade na producdo de IFN-y e IL-13, foi-se
comparar os niveis dessas citocinas em diferentes faixas etarias em individuos
agrupados quanto a auséncia, presenca e classificacdo das lesbes oculares
toxoplasmicas. Para isto individuos soropositivos para toxoplasmose sem
cicatrizes de lesao ocular ou com cicatrizes de lesdo tipo A, B ou C foram
alocados em duas faixas etarias: menores que 60 anos ou individuos com idade a
partir de 60 anos. Quando comparados os niveis de IFN-y entre os diferentes
grupos de lesGes observou-se que a producao foi maior no grupo com menos de
60 anos apresentando cicatriz do tipo B, embora sem significancia estatistica,
possivelmente devido ao numero reduzido de individuos nos grupos (Figura 10A).
Para melhor entender o balango Th1/Th2 em diferentes faixas etarias, foi feito o
calculo de razédo IFN-y/IL-13, o qual mostrou que individuos com idade a partir
dos 60 anos apresentando cicatriz do tipo B tinham a mais alta razédo IFN-y/IL-13,

seguidos de individuos com menos de 60 anos apresentando cicatriz de lesao
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tipo C e do tipo B (Figura 10C). Os valores de raz&do IFN-y/IL-13 obtidos em
individuos com menos de 60 anos apresentando cicatrizes de lesdo C diferiram
significativamente do observado em individuos a partir dos 60 anos com este
mesmo tipo de lesdo. Porém, os individuos mais jovens (< 60 anos) deste grupo
tiveram valores de raz@o IFN-y/IL-13 muito semelhantes aos individuos mais
velhos (= 60 anos) do grupo com cicatrizes do tipo B (Figura 10C). Sugere-se que
gquando mais jovens, os individuos que desenvolvem lesdes do tipo C,
conseguem manter uma resposta imune desfavoravel a replicacdo do parasita e
devidamente regulada, resultando numa lesdo mais branda. E embora tenham
apresentado alta razdo IFN-y/IL-13, exibiram baixos niveis da citocina pro-
inflamatoria IFN-y, a qual poderia ser facilmente contrabalanceada por outras
citocinas anti-inflamatorias, além de IL-13. Tendo visto que o processo da
imunossenescéncia vem acompanhado do decréscimo de producéo de citocinas
(Figura 9) pode-se supor que existam duas possibilidades de desfecho da doenca
ocular no grupo de individuos que apresentam lesdo tipo C: na primeira, a
condicdo de lesdo de baixa severidade seria mantida pelo decréscimo de
citocinas de maneira equilibrada, capaz de manter a laténcia de parasitas T.
gondii alocados na retina e o equilibrio Th1/Th2. Outra possibilidade seria que as
alteracdes imunoldgicas, comuns durante o processo de envelhecimento,
levassem a reducao de citocinas anti-inflamatérias de forma dessincronizada com
as citocinas pré-inflamatérias. Isso poderia culminar com a evolucdo da leséo C
para uma lesdo mais severa, como tipo B, explicando, assim, o padréo similar
entre individuos com menos de 60 anos apresentando lesdo C e individuos a
partir de 60 anos com leséo B (Figura 10C). Para os demais grupos (sem leséo
ocular e com cicatrizes de lesdo A e B) ndo houve diferengas significativas entre
as faixas etéarias avaliadas.

Em relacdo aos parametros genéticos, foram avaliado neste trabalho
polimorfismos de nucleotideo Unico dos genes IFNG, IL13 e CXCL10, que
codificam, respectivamente, as moléculas IFN-y, IL-13 e CXCL10. Segundo
Smith e Humphries (2009), diferencas genéticas que resultem em alteracédo de
estrutura ou do nivel de expressao das citocinas podem levar a consequéncias
patologicas evidentes, tais como aumento da susceptibilidade as infecgbes e

determinacao de desfecho de uma doenca. Assim, torna-se pertinente avaliar
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polimorfismos em genes de citocinas relacionadas a resposta imune a T.
gondii.

A frequéncia alélica de 765 individuos residentes em Campos dos
Goytacazes/RJ para cinco SNPs presentes no gene IFNG, quatro SNPs no
gene IL13 e trés SNPs no gene CXCL10 foi calculada e comparada as
frequéncias das popula¢des CEU, com ascendéncia europeia e YRI, os lorubas
africanos. Pdde-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 frequéncia
alélicas na populacdo de Campos foram semelhantes a populacdo CEU.
Quanto ao SNP rs4508917 do gene CXCL10 (Tabela 3) foi visto que o alelo
mais frequente nas trés populacdes (alelo A) apresentava frequéncia mais
baixa na populacdo de Campos do que nas populacdes CEU e YRI, embora a
frequéncia alélica na populacdo de Campos tenha sido mais proxima da
observada na populacdo CEU. Por outro lado, a populacdo de Campos dos
Goytacazes apresentou frequéncia alélica mais proxima a populacdo YRI
apenas para 0 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
frequéncia alélica na populacdo de Campos dos Goytacazes apresentou-se
como intermediéria entre as populacées CEU e YRI.

Os dados obtidos neste trabalho estdo coerentes com a histéria de
formacao da populacédo brasileira, segundo a qual a diversidade genética da
populacao é resultante da miscigenacéo de etnias ancestrais (Ribeiro, 1995). A
diversidade étnica da populacéo brasileira € resultado de pelo menos 500 anos
de historia, em que aconteceu a mistura de basicamente trés grupos, séo eles:
os indios (povos nativos), os europeus (sobretudo portugueses) e os africanos
(escravos) (Ribeiro, 1995). Estudos prévios com a populacdo brasileira
mostram que a linhagem do cromossomo Y tem uma maior contribuicdo
europeia (Carvalho-Silva et al., 2001) e, a linhagem mitocondrial, apresenta
similar contribuicdo européia, africana e amerindia (Alves-Silva et al., 2000).
Um estudo realizado com marcadores autossdomicos na populacdo de Sao
Paulo mostrou uma maior contribuicdo européia (79%), seguida por africana

(14%) e amerindia (7%) (Ferreira et al., 2006). Para os marcadores analisados
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neste trabalho foi visto que para 50% (6/12) deles as frequéncias alélicas na
populacdo de Campos foi mais préxima a populacdo CEU, para 8%(1/12), as
frequéncias alélicas dos individuos de Campos foi similar a populagdo YRI e
para 42% (5/12) dos marcadores a populacdo de Campos apresentou
frequéncia intermediaria entre as populacdes CEU e YRI.

A fim de se investigar a influéncia de polimorfismos de nucleotideo Unico
presentes nos genes IFNG, IL13 e CXCL10 na manifestacdo clinica de
retinocoroidites causada pela infec¢do por T. gondii, as frequéncias alélicas e
genotipicas de grupos de individuos soropositivos para toxoplasmose exibindo
cicatrizes de lesdes do tipo A (n=49), B (n=36) ou C (n=50) foram comparadas
as frequéncias do grupo controle, formado por individuos soropositivo sem
lesé@o ocular (n=271).

A presenca do genotipo GG do SNP rs2069718, localizado em regiédo
intrénica (intron 3), estava associado a uma probabilidade 2,3 vezes superior
de desenvolver lesdes oculares do tipo A comparados com genétipos AA e AG,
sendo esta diferenca significativa mesmo apés correcdo de Bonferroni
(OR=2,3; Pcorrigido=0,04) (Tabela 5). Inversamente, a presenca do alelo A em
homozigose ou heterozigose confere 60% a menos de chance de desenvolver
lesdes do tipo A (OR=0,43; Pcorigido=0,04). Relatos na literatura mostraram
associacao significativa entre polimorfismos neste marcador e susceptibilidade
a tuberculose (Shen et al., 2013, Lee et al., 2014) e ao lupus eritematoso (Kim
et al., 2010). Porém, ndo foram encontrados relatos sobre susceptibilidade a
toxoplasmose, sendo esta relacao descrita pela primeira vez neste trabalho.

A frequéncia de individuos altos produtores de IFN-y (>5000 pg/ml),
independente da presenca de lesdo ocular, foi maior entre os individuos com
0s gendtipos de rs2069718 associados a protecdo da toxoplasmose ocular AA
e AG, correspondendo a 26% (6/23) e 24,5% (13/53), respectivamente, dos
individuos dentro dos grupos (Figura 17A). Isso reforca o papel do IFN-y no
controle da replicagdo do parasita. Segundo Sharton-Kersten e colaboradores
(1996) a producao de IFN-y € de extrema importancia na resisténcia a infecgcéo
aguda por Toxoplasma e camundongos nocautes para IFN-y ndo sobrevivem.
Gazzinelli e colaboradores (1992) mostrou que o IFN-y € o principal mediador
da protecao contra T. gondii e a producao continua desta citocina € necessaria

para a sobrevivéncia a longo prazo de camundongos infectados.
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Contudo a mera associacdo dos genotipos com a predisposicao a
producdo de altos ou baixos niveis de citocinas ndo é suficiente para explicar a
manifestacdo da doenca ocular toxoplasmica. Por isso, compara¢do adicional
foi realizada entre a producédo de citocinas no grupo controle e no grupo de
individuos acometidos (lesdo A, no caso do SNP rs2069718) levando em
consideracdo os diferentes gendtipos do marcador. Foi visto que para o SNP
rs2069718, a producdo de IFN-y por portadores do genoétipo AG, relacionado a
protecdo, foi maior no grupo de individuos acometidos por lesdo ocular do tipo A
do que no grupo controle (Figura 19A). Assim, levantamos duas hipoteses
alternativas: 1) individuos com cicatrizes de lesdo A portadores do genotipo AG
(alto produtor de IFN-y) podem ter adquirido a infeccdo congenitamente, época
em que a imaturidade do sistema imune impediu esses individuos de
responderem com uma alta producéo de IFN-y, responsavel por evitar danos aos
tecidos oculares causados pela multiplicagdo do parasita; 2) individuos que se
infectaram no Utero podem ter perdido ou nunca desenvolvido a capacidade de
regular a producdo de IFN-y. Em consequéncia, eles exibem uma forte e
destrutiva resposta inflamatdria contra o parasita, o0 que pode levar ao
aparecimento de lesBes severas, como do tipo A, por mecanismos de
autoagressao.

O marcador rs2069718, encontra-se em desequilibrio de ligacdo com
outros 2 SNPs também avaliados neste estudo: o rs2430561, localizado no
intron 1, que é um sitio de ligacao para o fator de transcricdo NF-xB (Kim et al.,
2010) e o rs2069705, localizado na regido promotora do IFNG (Cooke et al.,
2006). Estes ultimos marcadores, por sua vez nao apresentaram associacao
com os diferentes perfis clinicos da toxoplasmose ocular (Tabela 4).
Albuquergue e colaboradores (2009), no entanto, mostraram que a presenca
do alelo A em homozigose do marcador rs2430561 estava associada a
susceptibilidade ao desenvolvimento da toxoplasmose ocular, nao
discriminando, portanto o tipo de lesdo. Outros relatos da literatura mostraram
associacdo deste marcador com varios tipos de doencas, entre elas:
tuberculose (Shen et al., 2013, Lee et al., 2014), lGpus 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 rejeicdo aguda de orgaos (Ge

et al., 2013). Contudo, assim como neste trabalho, ndo foi encontrada
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associagao entre polimorfismos no SNP rs2430561 e inflamagao ocular em
decorréncia da doenca inflamatoria sistémica Vogt-Koyanagi-Harada (Horie et
al., 2007). Quanto ao marcador rs2069705 também existem relatos na literatura
de associacdo entre polimorfismos e susceptibilidade a doencas, tais como
cancer de mama (Erdei et al., 2010), lapus eritomatoso (Kim et al., 2010) e
sepsi (Wang et al., 2014). Porém, ndo foram encontrados relatos quanto a
toxoplasmose.

Embora os marcadores rs2430561 e rs2069705 n&o tenham
apresentado associacdo com a manifestacdo ocular da toxoplasmose (Tabela
4), a relacdo destes marcadores com a producdo de IFN-y por individuos
soropositivos para toxoplasmose, independente da presenca de lesao foi
avaliada. O marcador rs2430561 teve como maior produtor de IFN-y o genétipo
TT, mas sem significancia estatistica. A maior frequéncia de individuos altos
produtores de IFN-y (25%; 10/44) também foi observada em portadores desse
gendtipo, seguidos dos individuos portando o alelo T em heterozigose (20%;
9/44) e a menor frequéncia de altos produtores de IFN-y (14%; 1/7) foi
observada nos individuos com genétipo AA (Figura 17D). Esse resultado
corrobora vérios trabalhos na literatura que mostraram associacdo entre o0s
niveis de producdo do IFN-y e o SNP rs2430561. Segundo Pravica e
colaboradores (2000), Lopez-Maderuelo e colaboradores (2003), Henao e
colaboradores (2006) e Dai e colaboradores (2006) o genétipo TT do marcador
rs2430561 esta associado a altos niveis de producédo de IFN-y, o gendtipo AT
esta associado a niveis intermediarios de producdo e o genotipo AA, a niveis
de producg&o mais baixos.

N&o foi observada relacédo entre a producdo de IFN-y e 0os gendtipos do
marcador rs2069705 (Figura 17E). A frequéncia de individuos altos produtores
de IFN-y foi praticamente a mesma entre os individuos portando os genétipos
CC,CT e TT (22%, 22% e 21%, respectivamente).

Outro marcador avaliado neste estudo que apresentou diferenca
estatistica entre individuos portando ou nao cicatrizes de lesdo ocular
toxoplasmica foi o SNP rs3181035, localizado em regido intrbnica do gene
IFNG (Tabela 6). A presenca do alelo T deste marcador em homozigose ou
heterozigose estd associado a uma probabilidade 2 vezes maior de

desenvolver lesao ocular do tipo C (OR=2,1; p=0,015), enquanto a presenca do
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alelo C em homozigose esta associada a uma probabilidade 50% menor de
apresentar lesdo 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 significancia apdés a correcdo de Bonferroni. Porém, ndo se deve
desconsiderar a importancia deste resultado pois ndo existe um consenso entre
epidemiologistas e estatisticos sobre este método de correcdo. A correcéo de
Bonferroni é um método estatistico indicado para quando se realiza
comparacdes multiplas (Perneger, 1998). A correcdo € indicada porque a
realizacdo de testes multiplos aumenta as chances de ocorrer erros do tipo I.
Este tipo de erro consiste em rejeitar a hipétese nula quando a mesma €
verdadeira, ou seja, 0 resultado apresenta significancia estatistica quando na
verdade a significancia aconteceu por acaso. Porém, de acordo com Perneger
(1998) erros do tipo | ndo podem diminuir (pela aplicacdo da correcao de
Bonferroni, por exemplo) sem aumentar os erros tipo Il, que sdo igualmente
importantes. O erro do tipo Il consiste em nao rejeitar a hipotese nula quando
de fato ela é falsa, de modo que as diferencas realmente importantes sao
consideradas como ndo significativas. Além disso, quando estudos de
associacdo genética sdo conduzidos com varios SNPs, como neste trabalho,
geralmente os testes realizados para cada SNP ndo sao independentes, pois
eles apresentam alta taxa de desequilibrio de ligacdo (Gao et al., 2008). Esta
violacdo da independéncia limita a habilidade da correcdo de Bonferroni
controlar efetivamente o erro do tipo | (Gao et al., 2008). Outro problema
relacionado ao ajuste de Bonferroni é que a corre¢do considera a hipétese nula
como universal, segundo a qual as hipoteses nulas de todos os testes
realizados sdo verdadeiras ao mesmo tempo, 0 que raramente é de interesse
ou utilidade para o pesquisador (Perneger, 1998). Por exemplo, para o0 gene
IFGN a hipotese nula universal seria “O grupo controle e o grupo com doencga
ocular sao idénticos para todos os cinco SNPs avaliados?” Sendo que o que
interessa de fato € saber se sdo idénticos ou diferentes para cada marcador de
forma independente. Este € o principal ponto fraco da corre¢do de Bonferroni,
pois a comparacao realizada sera interpretada de forma diferente de acordo
com o numero de marcadores avaliados pelo pesquisador (Perneger, 1998).

Foi visto ainda para o SNP rs3181035 que, independente da presenca

de lesé@o ocular, os individuos que apresentaram o gendétipo TT, associado a
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susceptibilidade a lesdo C, produziram os maiores niveis de IFN-y, embora sem
significancia estatistica. Além disso, o maior percentual de individuos altos
produtores de IFN-y estava associado ao genétipo TT (Figura 17B). Nao existe
relato na literatura associando genétipos desse marcador com niveis de
producdo de IFN-y. Comparando a producdo de citocinas entre grupo de
individuos com cicatrizes de lesdo C e o grupo controle, foi observado que a
producdo de IFN-y por individuos com o genétipo CT, também relacionado a
manifestacdo clinica de lesdes tipo C, foi maior no grupo com lesdo ocular C
guando comparados ao grupo controle (Figura 19B). Sugere-se, que 0 aumento
do IFN-y notado no grupo acometido por les&o C pode levar ao desbalango das
respostas imune Th1/Th2 o que pode culminar com a manifestacdo da doenca
ocular. O IFN-y tem importante papel na protecdo da toxoplasmose ocular,
porém, como j& descrito para outras doencas (Bahia-Oliveira et al., 1998, Zaidi
e Merlino, 2011), em niveis exacerbados pode causar a destruicdo e leséo
tecidual por mecanismos de autoagressao.

Para o marcador rs1861493, localizado no intron 3, a presenca do
genotipo AA estava associado a uma probabilidade 3,4 vezes superior de
desenvolver lesGes oculares do tipo C (OR=3,38; Pconigido=0,025) (Tabela 7).
Inversamente, a presenca do alelo G em homozigose ou heterozigose mostrou
ser protetora, sendo que a probabilidade de individuos carreando o alelo G
desenvolverem lesfes do tipo C € 70% menor do que individuos com genétipo
GG (OR=0,29; pcorigico=0,025). Polimorfismos neste marcador ja mostraram
associacdo com o risco a tuberculose (Abhimanyu et al., 2012) e a miopatia
inflamatoria (Chinoy et al., 2007), porém nédo foram encontrados relatos prévios
sobre associacao com a toxoplasmose.

Individuos com o gendtipo AA para o SNP rs1861493, associado a leséo
tipo C, tiveram a maior producdo de IFN-y, mas sem diferenca significativa
(Figura 17C). Esse resultado suscita novamente o contraditério papel do IFN-y
(protecdo versus susceptibilidade) no aparecimento de lesdes oculares.
Quando avaliada a producédo de IFN-y no grupo de individuos com lesdo C e
grupo controle foi observado producdo semelhante entres esses grupos para 0s
genaotipos AA e AG (Figura 19C).
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Quanto ao gene IL13 foi observada que para o marcador rs1295687, a
presenca do gendtipo CC estava associado a uma probabilidade
aproximadamente 6 vezes superior de desenvolver lesdes oculares do tipo B,
qgquando comparado com a presenca do genétipos GG, sendo esta diferenca
significativa mesmo apos corre¢do de Bonferroni (OR=5,8; pPcorrigido=0,04)
(Tabela 9). A susceptibilidade do heterozigoto CG é intermediéria (OR=1,943),
um indicio que ha auséncia de dominéncia. Ja a presenca do genotipo GG
confere protecdo a doenca ocular (Tabela 9). Nao foram encontrados relatos na
literatura sobre este SNP, sendo este o primeiro trabalho a associar
polimorfismos nesta regido com manifestacéo de doenca.

Em relacdo a producédo da citocina IL-13 foi visto que, independente da
presenca de lesdo ocular, os portadores do genoétipo CC do SNP rs1295687
produziram maiores niveis de IL-13, embora sem significancia estatistica. Porém,
0s gendtipos GG e CG tiveram o maior percentual (17%) de individuos altos
produtores de IL-13 e nenhum individuo com gendétipo CC foi alto produtor desta
citocina (Figura 18A), ndo ficando clara a relacdo entre gendtipo e niveis de
producdo de citocinas. O numero reduzido de individuos (n=2) carreando
gendtipo GG foi limitante para esta analise. A comparacéo da producéo de IL-13
em grupos de acometidos por lesdo B e grupo controle mostrou que portadores
do gendtipo CG, relacionado as manifestacdes clinicas de lesées oculares tipo B,
tinham menor producéo de IL-13 no grupo com lesdo B do que no grupo controle
(Figura 20A). Por outro lado, a alta producéo de IL-13 por portadores do genotipo
GG, relacionado a protecdo (Tabela 9), ndo foi capaz de prevenir ao
aparecimento da leséo tipo B (Figura 20A), indicando natureza multifatorial da
doenca.

Para o marcador rs7719175, localizado em regido promotora, a
presenca do alelo G estava associada a uma probabilidade 4,4 vezes maior de
desenvolver leséo tipo B (OR=4,36; pcorigico=0,012), enquanto a presenga do
alelo T em homozigose conferiu redugcdo da probabilidade de desenvolver
lesdo B em aproximadamente 80% (OR=0,23; pPcorigido=0,012) (Tabela 10).
Isnard e colaboradores (2011) relataram associacdo de polimorfismos neste
marcador com a infec¢ao por Schistosoma haematobium.

Foi visto no presente trabalho que, independente da presenca de lesao

ocular, os individuos que apresentaram o gendtipo TT para o marcador
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rs7719175, associado a protecdo ao desenvolvimento de lesdo B, tiveram o
maior percentual (19%) de altos produtores de IL-13 dentro do grupo. Por sua
vez, nenhum individuo portando o alelo G, associado a susceptibilidade de
lesdo B, foi alto produtor da citocina IL-13 (Figura 18C). A maior producao de
IL-13 por individuos portadores do alelo protetor T esta 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 transcricdo do alelo G, porém com maior
afinidade. Isso reforca o papel do IL-13 no controle da inflamacéao intraocular e,
portanto, na prevencgao as lesdes oculares. Controversamente, comparando a
producédo de IL-13 em grupos de individuos acometidos e controle, foi visto que
individuos do grupo acometido por lesdo B, portadores do gendtipo GT ou TT,
produziram mais IL-13 do que o grupo controle (Figura 20B). Assim sendo, ndo
ficou claro nesse trabalho a relacao entre o marcador rs7719175 e a producéo de
IL-13.

Para os demais SNPs avaliados presentes no gene IL13 (rs1800925 e
rs3091307) nado foi observada significancia estatistica entre grupos de
individuos acometidos por doenca ocular toxoplasmica e individuos controles
(Tabela 8). Porém, embora sem relacdo com a toxoplasmose ocular, foi
avaliada a associacdo entre genoétipo e producdo de IL-13 para estes
marcadores. O marcador rs1800925, localizado em regido promotora, teve como
maiores produtores de IL-13 individuos portadores do gendtipo TT, porém sem
significancia estatistica. Portadores deste genoétipo tiveram ainda a maior
frequéncia de individuos altos produtores de IL-13 (Figura 18B). O alelo T deste
polimorfismo desfaz um sitio de metilacdo do DNA, que consiste na adicao de
um grupamento metil na citosina que precede a uma guanina (sitio CpG) na
regido promotora do gene (Smith e Humphries, 2009). O resultado do presente
trabalho esta de acordo com o que foi proposto por Cameron e colaboradores
(2006). Estes pesquisadores mostraram que o alelo T acentua a atividade na
regido promotora em células T CD4", subtipo Th2 e que individuos
homozigotos para o alelo T secretavam os maiores niveis de IL-13 (Cameron et
al. 2006). Varios trabalhos da literatura mostraram ainda a associagdo de
polimorfismos do marcador rs1800925 com doengas diversas, entre elas asma

(Cui et al., 2012, Tsai et al., 2013), doenca pulmonar obstrutiva cronica (Gong
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et al. 2013), filbrose pulmonar (Ding et al., 2013), malaria (Ohashi et al., 2003),
infeccbes por Schistosoma mansoni (Grant et al.,, 2012) e Schistosoma
haematobium (Isnard et al., 2011). Contudo, nenhum relato foi encontrado
sobre estudo de associacdo com a toxoplasmose.

Quanto ao marcador rs3091307, também localizado em regido promotora,
foi observado que a producéo de IL-13 foi estatisticamente maior nos individuos
carreando os gendtipos GG e AG. Em relacdo a frequéncia de altos produtores
de IL-13 foi visto que 33% dos individuos portadores do gendtipo GG (5/15)
tinham o perfil de altos produtores desta citocina, contra 16% (6/37) e 11%
(5/45) nos gendtipos AA e AG, respectivamente (Figura 18D). Ja foi descrito na
literatura associacdo de polimorfismos do SNP rs3091307 com a dermatite
atdpica (Namkung et al., 2011) e com o parto prematuro (Harmon et al., 2013),
porém € a primeira vez que se descreve diferenca estatistica nos niveis de
producdo da citocina IL-13 em relagéo aos genoétipos deste marcador.

Acerca do gene CXCL10 foi visto que para o marcador rs3921,
localizado na regido 3’ UTR, a presenca do gendtipo GG estava associado a
uma probabilidade aproximadamente 3 vezes superior de desenvolver lesGes
oculares do tipo C quando comparado ao grupo sem lesdo (OR=2,82;
Pcorrigido=0,04), enquanto a presenca do alelo C em homozigose ou
heterozigose conferiu reducdo da chance de desenvolver lesdo C em 65%
(OR=0,35; Pcorigido=0,042) (Tabela 12). Foi mostrado associagdo entre este
marcador e a infeccdo por Aspergillus fumigatus apds transplante de células
tronco alogénica (Mezger et al., 2008), progressdo da esclerose multipla
(Galimberti et al., 2007) e cardiopatia chagasica crénica (Nogueira et al., 2012).
Contudo ha poucos estudos a respeito da associacdo de polimorfismos no
gene CXCL10 e doencas e nenhum relato foi encontrado em relacdo a
toxoplasmose.

Para o marcador rs4256246, localizado em regido promotora, a
presenca do alelo G em homozigose mostrou estar associada a uma
probabilidade 2,6 vezes maior de desenvolver lesdo tipo C (OR=2,6; p=0,046),
enquanto a presenca do alelo A em homozigose ou heterozigose reduziu em
aproximadamente 60% a chance de desenvolver lesdo C (OR=0,38; p=0,046)

(Tabela 13). Nao foram encontrados relatos na literatura de associacdo
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significativa entre doencas com este marcador, que se encontra na regido
promotora.

O marcador rs4508917 do gene CXCL10, localizado em regido
promotora, também apresentou associacdo com a toxoplasmose ocular. A
presenca do alelo G em homozigose para este marcador estava associada a
uma probabilidade 3 vezes maior de desenvolver lesdes oculares do tipo B
(OR=3,02; pconigido=0,036), enquanto a presenc¢a do alelo A em homozigose ou
heterozigose conferiu reducdo da probabilidade de desenvolver lesdo B em
aproximadamente 70% (OR=0,331; pcorrigido=0,036) (Tabela 14). Este SNP se
encontra em regido promotora e existe relato da sua associacdo com a malaria
cerebral (Wilson et al., 2013). A presenca do alelo G, observada neste trabalho
estar relacionada a susceptibilidade a toxoplasmose ocular, mostrou-se
associada a maiores niveis de producdo da proteina CXCL10 (Wilson et al.,
2013). Como a quimiocina CXCL10 € secretada por células estimuladas com
IFN-y  (Dufour et al., 2002), supde-se que maiores niveis desta quimiocina
estdo relacionados também a maiores niveis de IFN-y. CXCL10 ¢é
guimioatraente para células T ativadas (Dufour et al., 2002), indicando um
possivel mecanismo deletério para IFN-y em pacientes com lesédo tipo B:
sugere-se que altos niveis de IFN-y estejam associados a altos niveis de
CXCL10 e consequentemente grande infiltracdo de células T no ambiente
ocular. Uma vez que individuos com lesdo B mostraram apresentar niveis
baixos de IL-13 (Figura 8), a resposta contrarreguladora Th2 nao seria
suficiente para controlar a magnitude da inflamacao. Esse desbalanco entre as
respostas Th1/Th2 pode levar a destruicao do tecido retiniano.

Contudo, ndo foram avaliados neste trabalho os niveis da quimiocina
CXCL10 em sobrenadantes das células sanguineas dos individuos com
diferentes perfis de fundoscopia e sorologia para toxoplasmose. O material
encontra-se estocado para dosagens futuras. Trabalhos na literatura tém
mostrado a importancia desta quimiocina na resposta imune a T. gondii e em
uveites de etiologia diversa. Brenier-Pinchart e colaboradores (2001)
mostraram, em modelo experimental, que T. gondii € um potente indutor da
expresséo das quimiocinas CXCL10, além de CXCLS9. Isto foi confirmado por
Khan e colaboradores (2000), os quais viram que apoOs desafio oral de

camundongos com cistos de T.gondii, houve aumento nos niveis de RNAmM
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para CXCL10. A neutralizacdo desta quimiocina em camundongos infectados
inibiu o influxo de células T para os tecidos, além de prejudicar as funcdes
efetoras destas células, resultando em um aumento da carga parasitaria e
mortalidade (Khan et al., 2000). Outro estudo experimental evidenciou a
expressdo das quimiocinas CCL5, CXCL10 e CCL2, ap6s 14 dias da
imunizacdo, no extrato de partes do segmento posterior de olhos com uveite
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 linfocitos Thl responsaveis pela
resposta inflamatoria na UEA (Keino et al., 2003). Niveis de CXCL10 também
foram significativamente maiores em individuos com uveite em atividade
gquando comparados aos que apresentavam a forma inativa (Verma et al.,
1997). Em concordancia com estes dados, El-Asrar e colaboradores (2004)
mostraram que no humor aquoso de pacientes com uveite em atividade, niveis
mais elevados de CXCL10 foram detectados quando comparado com 0 grupo
controle.

As respostas imunologicas dos individuos que apresentam lesfes
cicatrizadas causadas pela infeccdo por T. gondii ilustram a natureza
multifatorial da toxoplasmose ocular. Além da genética do hospedeiro, fatores
como questbes ambientais, a idade dos individuos, a carga parasitaria no
hospedeiro e o background genético do parasita sdo igualmente importantes
para a manifestacao da doenca. A resposta imune esté sujeita as influéncias de
cada um desses fatores, além dos ndo mencionados aqui ou desconhecidos, e
o perfil de resposta montada pelo hospedeiro certamente afetara a
apresentacao clinica da toxoplasmose ocular. Em conjunto, os resultados deste
trabalho (Quadro 6), levam a hipétese de que individuos com background
genético para baixos produtores de IL-13 estdo associados ao desenvolvimento
de lesBes do tipo B e os gendtipos de risco para lesdo C estdo associados a
maior frequéncia de altos produtores de IFN-y. Quanto a leséo tipo A, sugere-
se que tenham sido causadas por infec¢do intrauterina. No entanto, o perfil
imunoldgico apresentado por estes individuos na fase adulta nao reflete,
necessariamente, as respostas imunes na época da infeccdo devido a
imaturidade do sistema imunologico. Nao ficou esclarecido, portanto, os

mecanismos gue levam as lesdes do tipo A.
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Quadro 6: Comparacao entre parametros imunolégicos e genéticos associados
aos diferentes fendtipos de lesGes oculares toxoplasmica.

. Perfil . "
Pgr_fll Imunolégico Perfil Genético
Clinico Frequéncia de Altos
IFN-y | IL-13 Genotipo de Risco Produtores
Lesdo A | +++ +++ GG (rs2069718_IFNG) 4 IFN-y
CC (rs1295687_1L13) JIL-13
Lesdo B | +++ + GG+GT (rs7719175_1L13) {1L-13
GG (rs4508917_CXCL10) NA
CT+TT (rs3181035_IFNG) T IFN-y
AA (rs1861493_IFNG) T IFN-y
Leséo C + +
GG (rs3921_CXCL10) NA
GG (rs4256246_CXCL10) NA

NA: ndo avaliada a producao da quimiocina CXCL10;
+++ alta producéo de citocinas e + baixa producéo de citocinas;

{ menor frequéncia de altos produtores de citocinas e T maior frequéncia de altos produtores
de citocinas.

Como mostrado no quadro 6, oito de doze marcadores avaliados neste
trabalho estavam significativamente associados a manifestagcdo ocular da
toxoplasmose. Os gendtipos relacionados a maior probabilidade de se
desenvolver doenca ocular do tipo B sdo: gendtipos CC e CG do SNP
rs1295687 (gene IL13); gendtipo GT do SNP rs7719175 (gene 1L13) e gendtipo
GG do SNP rs4508917 (gene CXCL10). A comparacdo entre grupo controle e
grupo com cicatrizes de lesdo ocular do tipo B mostrou que o grupo de
acometidos por doengca ocular teve significativamente (p<0,0001) maior
frequéncia de individuos apresentando concomitantemente dois ou mais
gendtipos de risco para a doenga ocular, enquanto o grupo sem lesao ocular
tinha a maior frequéncia de individuos néo portadores de gendtipo de risco ou
com apenas um (Figura 16A).

O mesmo foi observado em relacdo as lesdes do tipo C. Quatro SNPs
avaliados apresentaram genotipos  significativamente  associados a
susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca. Séo eles: gendétipos CT e TT
do SNP rs3181035 (gene IFNG); gendtipo AA do SNP rs1861493 (gene IFNG),
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gendtipo GG do SNP rs3921 (gene CXCL10) e gendtipo GG do SNP
rs4256246 (gene CXCL10). Todos os individuos do grupo com lesdo C
apresentaram pelo menos um gendtipo de risco para doenga ocular e a
frequéncia de individuos que apresentavam concomitantemente trés ou mais
gendtipos de risco foi significativamente superior (p=0,0004) ao grupo sem
lesédo ocular (Figura 16B).

Os dados aqui apresentados mostraram que polimorfismos em genes
de citocinas tém importante papel na modulacdo da resposta imune,
conduzindo a diferentes desfechos a infecgcdo por T. gondii. Presume-se que
uma das possiveis formas de influéncia dos marcadores avaliados neste
estudo sobre a doenca ocular toxoplasmica seria o fato da mudanca de
nucleotideo poder influenciar no splicing de RNA ou modificar a afinidade de
um fator de transcricdo pela regido promotora, o que certamente podera alterar
0s niveis de expressdo das citocinas. Outra possivel explicagcdo € que o
marcador nao tenha influéncia direta sobre a doenca, mas por ele estar em
desequilibrio de ligacéo (DL) com a verdadeira variante causal da doenca.

Os resultados descritos no presente trabalho sdo muito promissores, no
entanto, para esclarecer e confirmar a influéncia da idade e dos polimorfismos
avaliados na resposta imune e consequentemente na susceptibilidade a
toxoplasmose ocular, um estudo caso-controle devera ser conduzido na
sequéncia deste trabalho, com casuistica maior a fim de se ampliar o nimero
de individuos estudados e consequentemente o poder estatistico das analises.
Faz-se necessario estudar em maiores detalhes a produg¢do concomitante de
IFN-y e IL-13 considerando o potencial de ambas as citocinas para eliminacao
do parasita e protecdo contra danos no tecido retiniano. O melhor
entendimento da dinamica de producdo destas citocinas, bem como da
quimiocina CXCL10 induzida por IFN-y, com o avan¢co da idade cria a
perspectiva de se poder controlar os processos inflamatoérios e possiveis lesfes

no tecido retiniano provenientes da infecgédo com toxoplasma
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7 CONCLUSOES

" Individuos com cicatrizes do tipo A apresentaram altos niveis das
citocinas IFN-y e IL-13. Sugere-se que estes individuos tenham sofrido infeccao
intrauterina, sendo expostos ao parasita em condicbes desfavoraveis de defesa,
devido a imaturidade do sistema imunolégico no momento da infeccdo. No
entanto, o perfil imunoldgico apresentado por estes individuos na fase adulta ndo
reflete, necessariamente, as respostas imunes na época da infecgdo. N&o ficou
claro, portanto, o0 mecanismo que leva as lesdes do tipo A, podendo estas ser
decorrentes de uma resposta inflamatéria exacerbada ou por danos diretos
causados pela multiplicacdo de T. gondii na retina;

" Ja no grupo de individuos com cicatrizes do tipo B, observou-se alta
producéo IFN-y, porém baixa producéo IL-13. Sugere-se assim que estes que
individuos apresentem uma resposta Th1/Th2 desbalanceada, com alta
producdo de IFN-y e baixa producéo de IL-13, o que pode levar a destruicdo
tecidual por mecanismos de autoagressao;

. Em individuos com cicatrizes tipo C, o padrdo de secrecdo para
citocinas IFN-y e IL-13 é mais equilibrado, de forma que se consiga evitar
danos severos ao tecido ocular e também a multiplicacéo do parasita;

" A idade parece ser um importante fator de risco para doenca ocular,
uma vez que foi observado decréscimo significativo na producdo das citocinas
IFN-y e IL-13 com o avanco da idade. Associacdes entre idade, resposta imune
e susceptibilidade a toxoplasmose ocular podem ter implicagbes importantes
para o tratamento da doenca ocular toxoplasmica em idosos. A frequéncia
alélica da maioria dos marcadores avaliados mostrou-se intermediaria entre as
populacées de ascendéncia europeia e africana ou mais proxima da populacdo
com ascendéncia europeia;

. Foram verificadas associacfes significativas entre toxoplasmose
ocular e SNPs nos genes IFNG, IL13 e CXCL10, evidenciando o papel destas
moléculas no controle da replicacdo parasitaria e protecdo contra danos no

tecido retiniano;
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. Considerando o potencial das citocinas IFN-y, IL-13 e CXCL10,
faz-se pertinente estudar em maiores detalhes a producédo concomitante destas
moléculas, na perspectiva de se poder controlar os processos inflamatorios e
possiveis lesdes no tecido retiniano provenientes da infec¢cdo por Toxoplasma
gondii.
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ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMENTO Livre e Esclarecido

rESPONAENAO  POF...cccciiiiieceee e,
recebi informacgdes sobre o projeto de pesquisa intitulado “Toxoplasmose ocular em
Campos dos Goytacazes: investigacdo de fatores imunogenéticos e ambientais
determinantes na manifestacdo de retinocoroidites toxoplasmicas”. Estou ciente de
gque as informacdes obtidas por este tipo de pesquisa podem auxiliar na compreensao
dos mecanismos que contribuem para maior ou menor possibilidade de
desenvolvimento da doenca ocular causada pela toxoplasmose. Concordo em
participar como voluntario no referido projeto de pesquisa desenvolvido na
Universidade Estadual do Norte Fluminense. A minha participacdo é voluntaria e sera
limitada a doagdo de amostras de sangue venoso (no maximo trinta mililitros) e aos
exames oftalmolégicos, sobre 0s quais recebi a orientagdo dos possiveis riscos e
desconfortos. Tais desconfortos podem ser pequena dor no momento da picadura e a
formacdo de hematomas, apés a coleta do sangue e, visdo turva durante um periodo
de minutos ou alguma horas, apos o exame oftalmolégico.

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

Caso eu concorde em participar como voluntario(a) neste projeto de pesquisa, 0s
meus dados ndo serdo revelados a ninguém e a minha identidade sera preservada.
Sei também que para preservar minha identidade, serdo utilizados cédigos, ao invés
de nomes, durante todas as etapas do estudo.

Fui informado(a) de que ndo devo esperar resultados imediatos ou pessoais a nao ser
o do diagndstico sorolégico e do exame ocular, e que poderei a qualquer momento me
retirar do projeto de pesquisa, por qualquer motivo, sem que isso acarrete em prejuizo
a continuidade do meu acompanhamento médico como também a nenhum outro
paciente do meu convivio ou membro de minha familia. Estou ciente que o sangue que
forneci, para o referido projeto de pesquisa, sera enviado ao exterior, onde parte das

andlises sera feita e, posteriormente, armazenado ou eliminado, segundo minha



autorizacdo expressa no termo de consentimento para estocagem e uso futuro de

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

Profa. Lilian Maria Garcia Bahia Oliveira Telefone: (22)27397255 / 27397165

Campos dos Goytacazes, de de 20

Assinatura do voluntario

Assinatura do pesquisador responsavel



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: investigacdo de fatores imunogenéticos e ambientais
determinantes na manifestacdo de retinocoroidites toxoplasmicas”, nao seja totalmente

utilizado, eu autorizo que o restante seja:

1 Eliminado.

1 Destruido depoisde _ anos.

1 Armazenado e possa ser usado em pesquisas futuras com o mesmo
propdésito do atual projeto de pesquisa

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

1 Armazenado indefinidamente

1 Armazenado somente com autorizacdo do CEP

Quero que minha identidade seja:

[1 Removida do material restante.

[1 Mantida no material restante ‘

NOME DO PARTICIPANTE: P: ID:
ASSINATURA DO PARTICIPANTE:

NOME DO RESPONSAVEL:

ASSINATURA DO RESPONSAVEL:

NOME DA TESTEMUNHA:

ASSINATURA DA TESTEMUNHA:

DATA: / /




ANEXO 2

MINISTERIO DA SAUDE
Consatho Naclonal de Sadde
Comissdio Naclona! de Etica em Peaqulea - CONEP

PARECER N° 013/2007

Reglistro CONEP: 13391 (Ests n° deve ser citado nas correspondénaias refereritas a este projeto)

CAAE - niio informado. Processo n°® 26000.164899/2006-12
Projeto de Pesqulea: “Toxoplasmose ocular em campos dos Goylacazes:
investigagdo de fatores imunogenéticos e ambientals determinantes na manifestagdo
de retinocoroidites toxoplasmicas .

Peaquisador Responsdvel: Dra, Lilian M. Garcia Bahia Olivelra

Instituigao: Fundagio Oswalde CruzFIQCRUZ

Araa Tematica Especial: Cooparagdo estrangeira e Genética Humana

Ao se proceder & andlise das respostas ao parecer CONEP n° 1103/20086,
relativo ao projeto em questdo, cabem as seguintes consideracgdes.

1. Nova versdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
contempla redagio sob forma de convite @ com linguagem male acessivel
a0 nivel sécio-cultural dos sujeitos & informa dados do armazenamento de
acordo cont @ Res. CNS 347/2005; _

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

3. O cronograma apresentado & compativel com a proposta de atividades,
todavia estd apresentado em lingua inglesa. Solicita-se sua tradugsio para ©
vernaculo (Res, CNS 196/96, V1) e apresentacéio ac CEP,;

4, Solicita-se ao CEP anexar ao protocolo o ndmero do CAAE,

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

Situagéio: Projeto aprovado

Brasilia, 22 de janeiro de 2007.

Jhstlff

élle Saddi Tannous
Coordenadora interina da CONEP/CNS/MS



