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Resumo

Resumo: Genes HLA de classe Il (DRB1 e DQB1) como fatores de risco
para a toxoplasmose ocular

Introducdo: A toxoplasmose, uma doenca resultante da infeccdo por
Toxoplasma gondii, manifesta-se clinicamente nas formas ocular, cerebral e
congénita. Este parasito Apicomplexa infecta células nucleadas de todos os
tecidos e pode permanecer em estado latente ou provocar danos celulares
irreversiveis. Os genes HLA de classe Il controlam a resposta imune adaptativa
humoral e influenciam a suscetibilidade e a resisténcia as doencas infecciosas e
parasitarias. A toxoplasmose ocular, além de ser dependente da infec¢éo por T.
gondii e da variabilidade das cepas infectantes, é fortemente influenciada por
fatores genéticos do hospedeiro. Objetivo: Testar a hipotese de que os genes
HLA de classe Il (HLA-DRB1 e HLA-DQB1) estdo associados a toxoplasmose
ocular. Materiais e Métodos: Foram analisadas amostras de DNA de 249
individuos submetidos a avaliacdo oftalmolégica e com sorologia reagente para
T. gondii. De acordo como quadro clinico, dois grupos distintos foram
compostos: um formado por pacientes com toxoplasmose ocular (n=123) e outro
grupo, por pacientes sem a forma ocular da doenca (n=126). Os pacientes com
toxoplasmose ocular foram subdivididos em dois grupos de acordo com o tipo de
manifestacdo ocular: primaria (n=93) ou recorrente (n=30). A genotipagem dos
alelos HLA de classe Il foi realizada pela técnica reacdo da cadeia de polimerase
com sequéncia de oligonucleotideos especificos (PCR-SSO; One Lambda®).

Resultados: A média de idade dos pacientes com toxoplasmose ocular foi



Xiv

menor (40.9+19.9) que a daqueles sem toxoplasmose ocular (57.6+17.2)
(p<0.0001). Os alelos HLA-DRB1*03 (OR=1,94; IC 95% 1.09-3.45; p=0.031;
pc=0.404) e HLA-DQB1*02 (OR=1.52; IC 95% 1.03-2.24; p=0.039; pc=0.197)
apresentaram maior frequéncia alélica no grupo sem toxoplasmose ocular em
comparacao ao grupo com toxoplasmose ocular. O alelo HLA-DRB1*14 foi mais
frequente no subgrupo com a manifestagao recorrente em comparacao ao grupo
sem toxoplasmose ocular (OR=0.32; IC 95% 0.12-0.83; p=0.032; pc=0.417) e
com o subgrupo manifestacdo priméaria (OR=0.25; IC95% 0.08-0.73; p=0.017;
pc=0.223). O haplétipo HLA-DRB1*03_DQB1*02 ndo se mostrou associado ao
menor risco de toxoplasmose ocular (OR=1.86; IC 95%: 1.03-3.36; p=0.052).
Conclusdes: Os resultados obtidos sugerem que os genes HLA de classe I
(DRB1 e DQB1) néo estao associados com o desenvolvimento da toxoplasmose
ocular e que nenhum haplétipo HLA DRB1_DQB1 influencia o desenvolvimento

desta doenca na populacao analisada.

Palavras-chave: Toxoplasmose Ocular, Toxoplasma gondii, Gene HLA-DRB1,

Gene HLA-DQB1.
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Abstract

Abstract: Class Il HLA genes (DRB1 and DQB1) as risk factors for ocular
toxoplasmosis

Introduction: Toxoplasmosis, a disease resulting from Toxoplasma gondii
infection, is clinically manifested through ocular, cerebral and congenital ways.
This pararsito Apicomplexa is capable of infecting cells of all nucleated tissues
and may remain in a latent state or cause irreversible cell damage. The HLA
class Il genes control the adaptive immune response humoral and influence
susceptibility and the resistance to infectious and parasitic diseases. The ocular
toxoplasmosis, besides being dependent on infection with T. gondii as well as
the variability of the infecting strain, is influenced by host genetic factors. Aim:
To test the hypothesis that the HLA class Il genes (HLA-DRB1 and HLA-DQB1)
are associated with ocular toxoplasmosis. Materials and Methods: Samples of
249 patients undergoing ophthalmologic evaluation and positive serology to
T. gondii were analyzed. According to the clinical conditions, two distinct
groups were composed: one formed by patients with ocular toxoplasmosis
(n=123); and another group with patients without the disease ocular form
(n=126). The patients with ocular toxoplasmosis were subdivided into two
groups, according to the type of ocular manifestation: primary (n=93 samples)
or recurrent (n=30). Genotyping of Class Il HLA alleles were performed by the
polymerase chain reaction technique with specific oligonucleotide sequence

(PCR-SSO; One Lambda®). Results: The average ages of the group of patients
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with ocular toxoplasmosis was less (40.9+19.9) than the average age of
patients without ocular toxoplasmosis (57.6+17.2) (p<0.0001).The alleles HLA-
DRB1*03 (OR=1,94; IC 95% 1.09-3.45; p=0.031; pc=0.404) and HLA-DQB1*02
(OR=1.52; IC 95% 1.03-2.24; p=0.039; pc=0.197) showed a more allelic
frequency in patients without ocular toxoplasmosis when compared to the group
with ocular toxoplasmosis. The HLA-DRB1*14 alelle was more frequent in the
subgroup of the recurrent manifestation, when compared to the group without
ocular toxoplasmosis (OR=0.32; IC 95% 0.12-0.83; p=0.032; pc=0.417) and to
the primary manifestation subgroup (OR=0.25; 1C95% 0.08-0.73; p=0.017;
pc=0.223). The HLA-DRB1*03_DQB1*02 haplotype was not associated with the
lower risk of ocular toxoplasmosis (OR=1.86; IC 95%: 1.03-3.36; p=0.052).
Conclusions: The obtained results suggest that the Class Il HLA genes (DRB1
and DQBJ1) are not associated with the ocular toxoplasmosis development; and
that none HLA DRB1_DQB1 haplotype influences the ocular toxoplasmosis

development in the study population.

Key Words: Ocular Toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, HLA-DRB1 gene,

HLA-DQB1 gene.






1. INTRODUCAO

1.1 Toxoplasma gondii

A toxoplasmose € uma doenga resultante da infecgdo por um protozoério
parasita intracelular obrigatério®™, Toxoplasma gondii, que pertence ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidia, familia
Sarcocystidae®. Foi descrito inicialmente por Nicolle e Manceaux em 1908, no
Instituto Pasteur da Tunisia, como parasito em um roedor africano
(Ctenodactylus gondii). Ao mesmo tempo e independentemente, Splendore
isolou o parasito de um coelho mantido no Instituto Biolégico de Sdo Paulo, no
Brasil. Este pararsito é capaz de invadir e se multiplicar no interior de células
nucleadas de mamiferos e outros animais de sangue quente. Apresenta trés
estagios infectantes: taquizoitos (livres), bradizoitos (presente nos cistos
teciduais) e esporozoitos (presente nos oocistos).®

O ciclo biolégico do T. gondii envolve duas fases, uma sexuada e uma
assexuada. A fase sexuada do parasita ocorre apenas nos membros da familia
Felidae (gatos domésticos e felideos selvagens), que sdo o0s hospedeiros
definitivos do parasito.”) Ja a fase assexuada ocorre no hospedeiro
intermediario e também no hospedeiro definitivo. O ser humano além de varios
animais de sangue quente sdo hospedeiros intermediarios.®®

Em humanos a infeccdo pelo T. gondii ocorre, principalmente, pela
ingestdo de oocistos maduros encontrados no solo, verduras, agua

contaminada e pelo consumo de carnes mal cozidas ou cruas contendo cistos



com bradizoitos. Outras vias de transmissao foram relatadas como transplante
de oOrgdos, transmissdo congénita, transfusdo sanguinea e acidentes
laboratoriais.®® A figura 1 ilustra o ciclo de vida e as fontes de infeccéo por

este protozoario.

o A Transfusdoe
- Transplante
©
Transmissdo @
Transplacentaria T 0
Cistos
(6] Fa teciduais
x14 } >
oA 4 d m Ingestdo s
~;‘ @ o )
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Alimentos, daguae
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Figura 1. Ciclo Biologico do T. gondii e suas principais fontes de infec¢éo.

Adaptado de http://www.cdc.gov/parasites/toxoplasmosis/biology.html.

1.2 Toxoplasmose humana

A toxoplasmose € uma zoonose altamente disseminada, com taxas de
prevaléncia que variam geograficamente no mundo.®'? A incidéncia da
doenca esta sujeita as variagdes particulares de cada regido, assim como o

tipo de clima, habitos culturais e alimentares de determinadas populagées.(l' 9



O T. gondii, no hospedeiro humano, possui alta infectividade e baixa
patogenicidade.’? Os individuos infectados podem apresentar sintomas
inespecificos que consistem em linfadenopatia isolada, com linfonodos rigidos,
e febre.!? A severidade da doenca esta relacionada ao tipo da cepa infectante,
quantidade de parasitos, rota de infeccdo, e estado imunologico do
hospedeiro.®® A importancia clinica da doenca esta relacionada aos seguintes
grupos: toxoplasmose adquirida em pacientes imunocompetentes, a adquirida
ou reativada em individuos imunocomprometidos, a forma congénita e a

doenca ocular.®?

1.3 Toxoplasmose ocular

A toxoplasmose é a principal causa de uveite posterior em pacientes
imunocompetentes®™, podendo ser de origem congénita ou adquirida,

a.®1% Em ambos os casos as

resultante da infeccdo aguda ou reativad
manifestacfes clinicas podem ser precoces ou tardias, com manifestacdes
primarias e recorrentes™®, apresentando diferentes graus de comprometimento
ocular nos individuos afetados, que irdo depender do estado imune do
individuo™ ® e do tipo de cepa do T. gondii.***"

A lesdo caracteristica da toxoplasmose ocular é a retinocoroidite
granulomatosa (focal) necrosante, com envolvimento vitreo e do humor aquoso
secundéarios, com a presenca de lesGes satélites hiperpigmentadas.

Primeiramente a lesdo se localiza na retina, sendo denominada retinite,

posteriormente afeta outras camadas adjacentes, até alcancar a coroide, sendo



entdo caracterizada como retinocoroidite.*®

Embora muitos episddios de
retinocoroidite possam ser assintomaticos, tem se relatado que muitos resultam
em perda visual, dor e fotofobia, isoladamente ou em conjunto.®®

Clinicamente as lesGes originadas por toxoplasmose ocular séo
classificadas como: lesdes ativas e lesBes cicatriciais. As lesbes ativas
apresentam aspecto clinico de exsudato branco-amarelado, com limites
indefinidos. Podendo evoluir a cura espontanea, em tempo variavel,
dependendo da resposta imune do hospedeiro e da cepa infectante. A cicatriz €
caracterizada por lesdo com margens mais nitidas e hiperpigmentacéo.®

A manifestacdo recorrente, caracteristicamente, se inicia nas margens
de uma cicatriz causada por retinocoroidite, sendo denominada leséo
satélite.™® E comum tanto na forma congénita quanto na adquirida e pode ser
consequéncia da ruptura do cisto e liberacdo dos parasitos, multiplicacdo dos
parasitos na retina, reinfeccdo pelo T. gondii dentre outros.?®?) A figura 2

mostra as diferentes fases de lesdes oculares causadas pela infec¢cdo por T.

gondii por retinografia colorida.



Figura 2. Retinografia colorida mostrando as varias fases de lesbes oculares
causadas por uma infeccdo pelo T. gondii. Em (A) a seta indica a regido com
uma lesdo ativa exsudativa retinocoroidiana ("casa de luz no nevoeiro"). Em (B)
a seta indica a leséo retinocoroidiana no processo de cura - 0 paciente teve
boa resposta clinica ao tratamento e a cicatriz apresenta bordas em definicao.
Em (C) a seta indica uma cicatriz retinocoroidiana antiga e uma leséo satélite
retinocoroidiana. Em (D) a cicatriz retinocoroidiana com margens bem definidas

indicadas pelas setas. Adaptada de Ayo et al.??

A retinocoroidite toxoplasmica vem sendo apontada de longa data como
o dano ocular mais comum resultante da infeccédo pelo T. gondii.* %% Sua
prevaléncia parece ser bastante variavel nos diferentes paises, mas estima-se
que de 0,3% a 1% dos europeus e norte-americanos desenvolvem esta doenca
no intervalo de um a dois anos apés contrairem a infecgéo.® 2520 Acredita-se
ainda que o risco de desenvolvimento varia de 18 para 100.000 individuos no

Reino Unido, até 382 para 100.000 individuos no oeste da Africa.*?



Entre aqueles que adquirem a infeccdo no periodo pés-natal, o risco de
desenvolvimento da retinocoroidite toxoplasmica, dentro do periodo de um ano,
varia de 0,3% a 3%.%® Como a aquisicéo da infeccdo congénita por T. gondii é
menor que a pos-natal, a maioria dos casos de retinocoroidite toxoplasmica
diagnosticada pelos oftalmologistas parece resultar de infeccbes adquiridas
apés o nascimento.®® Além do mais, entre 30% e 80% dos casos de uveite
posterior observados em individuos imunocomprometidos e também em
imunocompetentes sdo devidos & infeccdo por T. gondii. ?* 2729

Estudos realizados no Brasil demonstram que a prevaléncia de
retinocoroidite toxoplasmica é bastante elevada em adolescentes e adultos
oriundos de diferentes regides do pais, variando de 2% na regido sudeste a
25% na regido sul.?* %32 yUm estudo realizado no Rio Grande do Sul revelou a
prevaléncia de toxoplasmose ocular igual a 21,3 % em pessoas maiores de
treze anos de idade e concluiu que a doencga é consequéncia da infec¢do pos-
natal.®*? No Estado de Pernambuco, foi observado que 56,2% dos casos de
uveite posterior eram devido a presenca do T. gondii.®

A prevaléncia da toxoplasmose ocular é elevada entre os pacientes
portadores de doencas oculares atendidos no Servico de Oftalmologia do
Hospital de Base de S&o José do Rio Preto.®¥ Dentre 349 pacientes
analisados 71 (20,3%) foram diagnosticados como portadores desta doenca
(lesdo elou cicatriz) e todos apresentavam anticorpos IgG anti-T. gondii
atestando a exposicao ao parasito.

Estudos realizados em outros paises bem como aqueles conduzidos no

Brasil, exploraram os fatores de risco que contribuem para a infeccdo por



T. gondii. Entretanto, n&o foi investigada a importancia dos fatores
imunogenéticos do hospedeiro, especialmente aqueles envolvidos no
desenvolvimento das respostas imunes ao parasito (genes HLA, por exemplo).
Como o desenvolvimento desta doenca é fortemente influenciado pela
interacdo parasito-hospedeiro, novos estudos focados nesta relacdo sao
necessarios para elucidar a importancia dos fatores imunogenéticos do

hospedeiro na suscetibilidade & toxoplasmose ocular.®®

1.40rganizacao dos genes do Sistema HLA

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) ou MHC (major
histocompatibility complex), no ser humano € denominado HLA (human
leukocyte antigen), representa um conjunto de loci génico que estdo
localizados no braco curto do cromossomo 6 na regido p.21.3 e séo
responsaveis pela sintese de moléculas envolvidas na resposta imune. 529

O CPH é dividido em trés grupos conforme a estrutura e funcdo dos
produtos génicos denominados como: HLA de classe |, HLA de classe Il e HLA
de classe Ill (Figura 3). ®®3® Na regido de classe | estdo localizados os genes
HLA classicos de histocompatibilidade, HLA-A, -B e -C, além de genes HLA
nao classicos e outros genes. Os genes de histocompatibilidade classicos sao
altamente polimorficos e sua principal funcéo € o reconhecimento de antigenos
pelas células T CD8". ¢739

Na regido de classe Il estdo localizados os genes classicos de

histocompatibilidade HLA-DR, -DQ e —DP, além dos genes HLA de classe Il



nao classicos e varios outros genes e pseudogenes. Os genes de

histocompatibilidade classicos de classe Il codificam moléculas que se ligam
aos linfécitos T CD4" durante o reconhecimento antigénico.®”3%

A regido de classe Ill possui, entre outros, os genes que codificam
componentes do sistema complemento (C2, C4A, C4B), citocinas TNF-a (Fator

a de necrose tumoral) e TNF-B (fator B de necrose tumoral), proteinas de

choque térmico, entre outras. ¢
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Figura 3. Organizacdo genémica do MHC. Adaptado de Lima-Junior e Pratt-

Riccio.“?

Os genes HLA sao herdados em blocos, formando haplétipos. Séo

expressos de forma codominante seguindo o padrdo de segregacéo

Mendeliana classica.®’3%*?) Dessa forma, o genétipo de um individuo é

composto por dois haplétipos, sendo um de origem paterna e outro de origem

materna. ¢”
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Os genes HLA de classe | e Il apresentam um vasto polimorfismo,
determinado por sequéncias de nucleotideos que podem variar de um individuo
para outro, resultando na existéncia de dois ou mais alelos diferentes de um
mesmo gene.“? Essas variacdes estdo localizadas nos dominios terminais da

molécula codificada, na fenda de ligacdo do peptideo, das regides de classe | e

classe 11.87-3% 4D

1.5 Nomenclatura

A nomenclatura HLA é definida por um Comité Internacional, designado
pela Organizagdo Mundial de Saude, que se reune periodicamente para
nomear alelos descobertos recentemente e rever a nomenclatura em
vigéncia.®®*¥ As regras utilizadas para a nomenclatura dos alelos HLA estdo

apresentadas na figura 4.

N - Alelo Nulo
L - Alelo de baixa expressao
Hifen usado para separar o Sufixo utilizado paraindicar S Expressao da molécula HLA na forma
prefixo HLA do gene especifico mudangas na expressao solivel
C - Expressao da molécula HLA somente no
citoplasma
Separador ' Separador de Campo A - Expressao aberrante da molécula HLA

HLA-A*02:101:01:02N

Prefixo HLA Gene Diferengas em regides

nao codificantes

Grupo Alélico (introns)

Alelo HLA Especifico

Mutagao Silenciosa

Figura 4. Nomenclatura do sistema HLA. Adaptado de

http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html.
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1.6 Estrutura e funcdo das moléculas HLA

Os genes polimérficos de classe | e de classe Il codificam dois grupos de
proteinas com estruturas distintas, entretanto homadlogas: as moléculas HLA de

classe | e as moléculas HLA de classe 11.%7

As moléculas HLA de classe | sdo formadas por duas cadeias
polipeptidicas, sendo uma cadeia transmembrana a ou pesada, codificada por
genes de HLA, e uma pequena cadeia ndo-covalentemente associada a cadeia
a, a B2-microglobulina, que é codificada fora do MHC. Esta molécula possui
quatro dominios, trés formados pela cadeia a (a1, a2, e a3) e um formado pela
cadeia PB2-microglobulina. Os dominios a1 e a2 formam uma fenda na
superficie da molécula onde se insere o peptideo a ser apresentado ao linfocito
T. E justamente nesta regifo que esta localizado a maior parte do polimorfismo
da molécula (Figura 5). As moléculas HLA de classe | estdo presentes em
todas as células nucleadas e possuem a capacidade de apresentar peptideos
endogenos para as células T CD8", desencadeando a resposta imune

celular.6-37:44)
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Figura 5. Estrutura da molécula HLA de classe |. Adaptada de Abbas AK,
Licthman AH, Pillai S.¢"

A molécula HLA de Classe Il é composta por um complexo nao-
covalente de duas cadeias a (a1 e a2) e duas cadeias B (B1 e B2) que
atravessam a membrana celular. O polimorfismo nas moléculas HLA de
classe Il ocorre, sobretudo nos dominios a1 e 1, que formam a fenda de
ligacdo do peptideo antigénico (Figura 6). As moléculas HLA de classe Il estdo
presentes na superficie de células apresentadoras de antigenos, como: células
dendriticas, macrofagos e linfocitos B e estdo envolvidas na apresentacao de

antigenos aos linfécitos T CD4", desencadeando a resposta imune humoral.®®

37,44)

MHC Classe Il
Fenda ligadora do \

peptideo Peptideo

Reglio
transmembrana

Ligagio dissulfeto -----
Dominio Ig

Figura 6. Estrutura da molécula HLA de classe Il. Adaptada de Abbas AK,
Licthman AH, Pillai S.®"
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Portanto, as moléculas HLA s&o receptores expressos em varias células,
gue possuem a capacidade de se ligar a peptideos préprios e ndo proprios do
organismo e apresenta-los aos linfécitos T, iniciando a resposta imune, caso o

peptideo seja identificado como estranho.®

1.7 HLA e toxoplasmose ocular

A associacdo entre alelos HLA e doencas infecciosas mostram que a
variacdo no sistema HLA esta relacionada a resisténcia ou a suscetibilidade a
algumas doencas infecciosas. Os estudos de associacao entre HLA e doencas
infecciosas tém demonstrado que patdégenos contribuem para a distribuicdo
dos alelos HLA em populagbes humanas. Entretanto é importante evidenciar
que nem todos os individuos portadores de alelos HLA relacionados a
suscetibilidade a determinada doenca € sinbnimo de que irdo desenvolvé-las, e
que também individuos portadores de doencas associadas ao HLA nem

sempre sédo portadores dos alelos relacionados a ela.®%4?

A literatura pertinente demonstra a existéncia de estudos relacionados a
marcadores moleculares que afetam a suscetibilidade a toxoplasmose ocular

em humanos.®

Alguns estudos e seus resultados controversos despertaram atencao
para o possivel envolvimento dos genes HLA de classe | e Il na suscetibilidade
e resisténcia a toxoplasmose ocular. Em um deles, realizado no periodo em

que apenas meétodos sorolégicos para identificacdo dos antigenos HLA
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encontravam-se disponiveis, 0s autores ndo encontraram diferencas
estatisticamente significantes na frequéncia do HLA-A em 20 pacientes com
toxoplasmose ocular e em controles normais.“® Outro estudo realizado na
década de 90 investigou os antigenos HLA de classe | e Il em pacientes com
toxoplasmose ocular (N=52) e suas maes (N=47).“” Nenhuma relacdo com
estes antigenos foi observada no grupo de maes, as quais também
apresentaram auséncia total do antigeno HLA-B51. Entretanto, estes ultimos
autores relataram que o antigeno HLA-Bw62, além de apresentar maior
frequéncia nos pacientes com toxoplasmose ocular, se correlacionava com a

severidade desta doenca.

Estudos in vitro também avaliaram a resposta proliferativa de linfocitos T
de pacientes com toxoplasmose ocular aos antigenos do T. gondii. Em um
deles foi observado que a resposta imune ao antigeno 2G11 pode elevar o

risco do desenvolvimento da toxoplasmose ocular.“?

Utilizando um modelo murino trangénico, Mack e colaboradores®®
avaliaram o efeito dos genes HLA de classe Il na toxoplasmose. Estes autores
observaram que o alelo de classe Il HLA-DQB1*0302 oferece menor protecéo
que o alelo HLADQB1*0601 em relacdo a gravidade da doenca, e sugeriram
que estas caracteristicas imunogenéticas podem ser importantes para o
desenvolvimento de vacinas. Em outro estudo, foi demonstrado que células T
especificas infitram o tecido ocular dos pacientes acometidos por
toxoplasmose ocular, sugerindo que sua presenca no sitio de inflamacgéo pode

estar relacionada & resposta imune adaptativa celular ao T. gondii.®®
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Tan e colaboradores® demonstraram que alguns peptideos de T. gondii
estimulam resposta imune protetora em camundongos BALBc (H-2%9) e
transgénicos HLA-B*0702. Outro estudo®” demonstrou que peptideos
extraidos de T. gondii induziram producdo de IFN-y de leucécitos do sangue
periférico em individuos HLA-AQ2, e se ligaram a este antigeno HLA de classe |
com alta afinidade. A subsequente imunizacdo de camundongos transgénicos
carreadores do gene HLA-A*0201 com estes peptideos induziu forte resposta
imune mediada por células T CD8" as quais protegeram estes animais quando
os mesmos foram inoculados com T. gondii. Os autores concluiram que
peptideos que se ligam fortemente aos antigenos HLA contém importantes
epitopos que constituem potenciais candidatos para o desenvolvimento de
vacinas contra o T. gondii. Estas observa¢gdes sugerem que o produto do alelo

HLA-A*0201 confere protecdo contra o T. gondii.

Estes estudos evidenciam que os genes HLA constituem importantes
fatores imunogenéticos que podem influenciar a suscetibilidade e a resisténcia
a infeccdo por T. gondii e ao desenvolvimento da toxoplasmose ocular.
Portanto, investigacdes desta natureza precisam ser estendidas, especialmente
em paises como o Brasil onde a prevaléncia de infeccdo por T. gondii é
elevada. Além da variabilidade das cepas presentes no pais*’*¥, a populacgéo
pode apresentar distintos fatores imunogenéticos de risco para a manifestacao
ocular. E possivel que a variabilidade dos genes HLA de classe Il em pacientes
brasileiros com toxoplasmose ocular seja peculiar, proporcionando niveis
distintos de suscetibilidade que podem estar associados a heterogeneidade

clinica na doenca.
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Diante deste panorama, do pequeno numero de estudos que procurou
correlacionar os genes HLA a toxoplasmose ocular, das controvérsias de
alguns deles, pareceu razoavel especular o envolvimento dos genes HLA de
classe Il como fatores de risco para a toxoplasmose ocular e utilizar este

conjunto de marcadores para fundamentar a hipotese testada neste estudo.

1.80Dbjetivo geral

O obijetivo geral deste estudo foi testar a hipétese de que os genes HLA
de classe Il (DRB1 e DQB1) estdo associados com o desenvolvimento da

toxoplasmose ocular.

1.8.1 Objetivos especificos

» Selecionar dois grupos de pacientes assim constituidos: um grupo
composto por pacientes com toxoplasmose ocular (Com TO)
caracterizado com a presenca de lesdo e/ou cicatriz retinocoroidiana e
com sorologia positiva para T. gondii; e outro grupo contendo pacientes
sem a forma ocular da doenca (Sem TO), caracterizados pela auséncia
de lesdo e/ou cicatriz retinocoroidiana, entretanto com sorologia positiva
para T. gondii;

= Averiguar a presenca de anticorpos anti-T. gondii de classe IgM e IgG no

soro destes pacientes, como indicadores de infeccéo;
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Identificar os alelos HLA de classe Il (HLA-DRB1 e HLA-DQB1) em
ambos 0s grupos;
Verificar se alelos e haplétipos destes genes estdo associados ao

desenvolvimento da toxoplasmose ocular.
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2. CASUISTICA E METODOS

2.1 Aspectos éticos do estudo

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto, como extensdo do
projeto “Associacao entre a toxoplasmose ocular e o perfil de glicoconjugados
ABH-Lewis”, previamente aprovado (Protocolo n°1980/2009). Todos os
individuos participantes do projeto receberam amplas explicacbes sobre os
objetivos e procedimentos adotados na pesquisa, posteriormente assinaram o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

2.2 Local de realizacao do estudo

Este trabalho foi desenvolvido com amostras biolégicas estocadas
no Laboratério de Imunogenética do Departamento de Biologia Molecular da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto. Estas amostras foram
coletadas de pacientes que buscaram tratamento oftalmoldgico no Ambulatério
de Retinopatia do Hospital de Base da Fundacdo Faculdade Regional de
Medicina (HB-FUNFARME) e no Ambulatério Médico de Especialidade (AME),
ambos em S&o José do Rio Preto, no periodo de abril de 2009 a de marc¢o de

2015.
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2.2.1 Composigéao dos grupos de estudo

Foram selecionas amostras de 249 pacientes néo relacionados, de
ambos os sexos, independente de etnia que possuiam sorologia positiva para
T. gondii. De acordo com o quadro clinico de cada paciente foram compostos
dois grupos: um composto por amostras de pacientes que foram caracterizados
com a presenca de lesdo/cicatriz devido a toxoplasmose (123 amostras) -
denominado com toxoplasmose ocular (Com TO); e outro grupo contendo
pacientes sem a forma ocular da doenca (126 amostras) — chamado sem

toxoplasmose ocular (Sem TO).

O grupo Sem TO foi composto por pacientes que possuiam
sorologia positiva para T. gondii e eram portadores de outras doengas oculares,
tais como catarata (34,1%), miopia e astigmatismo (20,6%), descolamento de
retina (5,6), pterigio (4,8%), degeneracdo macular relacionada a idade (3,9%),
glaucoma (3,2%), retinopatia diabética (2,4%), entre outras doencas oculares

(17,5%), e 7,9% nado possuiam problemas oculares.

O grupo de pacientes Com TO foi subdividido em dois grupos de
acordo com o tipo de manifestacdo ocular observada durante um periodo de
acompanhamento de pelo menos dois anos, compondo 0s seguintes grupos:
manifestacdo primaria (93 amostras) caracterizada pela presenca de lesédo ou
cicatriz, e manifestacdo recorrente caracterizada pela presenca de lesbes

satélites (30 amostras).
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Por ocasido da selecdo dos pacientes acima referidos, conforme
determinado no projeto original, os seguintes critérios de exclusdo foram
adotados: portadores de outras doencas infecciosas e parasitarias, pacientes
com qualquer tipo de deficiéncia mental, com discrasia sanguinea e em uso de

anticoagulantes orais.

2.2.2 Diagnéstico clinico

Para se estabelecer ou excluir o diagnéstico de toxoplasmose ocular, os
pacientes selecionados foram submetidos a avaliagcdo clinica e laboratorial. A
avaliagdo clinica ocular dos pacientes foi realizada por dois profissionais
experientes, por meio do exame de fundoscopia, realizado com o uso do
oftalmoscopio binocular indireto (Binocular Ophthalmoscope ID 10, Topcon
Corporation), de acordo com os critérios do Estudo para Tratamento Precoce
da Retinopatia Diabética (Early Treatment Diabetic Retinopathy Study -

ETDRS).®?

2.2.3 Coleta de sangue

De cada paciente selecionado foram coletadas por pungéao venosa duas
amostras de sangue periférico (5 mL), uma com e outra sem anticoagulante
(EDTA). A amostra com EDTA foi utilizada para extracdo do DNA gendmico e a
sem anticoagulante para obtencao do soro, para a identificacdo dos anticorpos

das classes IgM e IgG anti-T. gondii.
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2.3 Métodos

2.3.1 Identificagdo de anticorpos das classes IgM e IgG anti-T. gondii

Os anticorpos anti-T. gondii foram detectados por ensaio
imunoenzimético (ELISA) de acordo com as instru¢cdes do fabricante (ETI-
TOXOK-M reverse PLUS; DiaSorin S.p.A. Italia e ETI-TOXO-G PLUS; DiaSorin

S.p.A. Italia).

2.3.2 Extracdo de DNA gendmico humano

O DNA genbémico humano foi obtido do sangue periférico com 0 uso do
kit comercial para extracdo por coluna silica (QlAamp® DNA Blood Mini Kit,
QIAGEN, Holanda) obedecendo rigorosamente as instrucdes do fabricante. O

DNA gendmico foi empregado na identificacdo dos alelos HLA de classe Il.

2.3.3 Avaliacdo da concentracao e pureza do DNA genémico

Este procedimento foi feito para aferir a qualidade do DNA gendmico das
amostras extraidas conforme o item 2.3.2. Para isso, foram utilizados 2 pL de
tampao de eluigdo (kit comercial) como branco e 2 pL da amostra de DNA

gendmico. A leitura da concentracdo e a pureza do DNA foram determinadas
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por proporcéo de Densidade Optica (D.O.) a 260-280nm no espectrofotdmetro

Epoch (BioTek Instruments, VT, USA).

2.3.4 Diluicao das amostras de DNA

O DNA genbmico das amostras selecionadas foram diluidos em &agua
ultrapura para adequar a concentracdo a 20 ng/pL para a genotipagem dos
genes HLA-DRB1 e HLA-DQB1, devido as exigéncias ideais de concentracdo
para realizacdo da técnica de genotipagem em concordancia com o protocolo
do fabricante (LABType® SSO). Para calcular o volume de &gua ultrapura e a
quantidade de DNA gendmico utilizado, foi empregada a seguinte férmula
Concentragao Inicial (C1).Volume Inicial (V1)=Concentrag¢ao Final (C2).Volume
Final (V2). Ap6s a diluicdo, as amostras foram depositadas em placas de
polipropileno com 96 pocos, especificas para amplificacdo por PCR, e

armazenadas a -4°C.

2.3.5 Identificacéo dos alelos HLA de classe Il

A genotipagem dos alelos HLA-DRB1 e HLA-DQB1 foi realizada no
Laboratério de Imunogenética Molecular do Hemocentro de S&o José do Rio
Preto, utilizando a reacdo em cadeia da polimerase com oligonucleotideos de
sequéncia especifica (PCR-SSO), seguido de hibridizacdo reversa com Kkits

comerciais (LabType® SSO, One Lambda, Canoga Park, CA, USA), de baixa
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resolucdo, e verificada em um Citdbmetro de Fluxo (analisador de fluxo
LABScan™ 100) - Luminex®. Os resultados foram interpretados utilizando um
programa de computador (HLA Fusion™, versdo 3.4, One Lambda®). A
metodologia utilizada pode ser sintetizada em quatro etapas: Amplificacdo do
DNA, Desnaturacéo e Neutralizacdo do produto da PCR, Hibridizac&o e Leitura

e interpretacdo dos resultados.
12 etapa: Amplificacdo do DNA

As amostras de DNA genbmico foram submetidas a uma reacao de
PCR-SSO, seguindo as instru¢des do fabricante utilizando grupos de primers

marcados com biotina e especificos para deteccao do grupo alélico.

Para a amplificacdo foi utilizada a enzima Taq Polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e, os demais reagentes da reagdo (primer e D-mix)
presentes no kit de genotipagem. A placa contendo as amostras e a mistura de
reagentes foi submetida a amplificacdo no termociclador Applied Byosistems e

as condi¢des de amplificacdo estado descritas no quadro 1.

Etapa Temperatura Incubacdo Numero de ciclos
Etapa 1 96° C 03:00 1
96°C 00:20
Etapa 2 60°C 00:20 5
72°C 00:20
96°C 00:10
Etapa 3 60°C 00:15 30
72°C 00:20
Etapa 4 72°C 10:00 1
Etapa 5 4° o0 1

Quadro 1: Ciclo utilizado para a amplificacdo por PCR para LabType™ SSO.
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Apos a amplificacédo foi realizada uma corrida eletroforética em um gel
de agarose 2,5%, para verificar se houve a amplificacdo das amostras (Figura

7).

Fragmento de
confirmagéo do
produto amplificado
por PCR-SSO para
o locus HLA-DQB1

Fragmento de
confirmagao do
produto amplificado
por PCR-SSO para
o locus HLA-DRB1

Figura 7. Géis de agarose com as setas evidenciando os fragmentos de
confirmacdo do produto amplificado por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), avaliado em eletroforese. Na figura apresentada todas as amostras

amplificaram.

22 etapa: Desnaturacao e Neutralizacdo do produto da PCR

Apos a 12 etapa, foi transferido 2,5 ul do DNA amplificado para uma
nova placa de PCR, em seguida adicionou-se 1,25 pl de tampédo de
desnaturacdo. Prosseguiu-se com centrifugacdo, agitacdo em vortex por 20
segundos e posterior incubacgéo por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos
a incubacao, foi adicionado 2,5 ul do tampao de neutralizacdo, prosseguiu-se
com centrifugacado, e agitacdo da placa por 20 segundos em vortex, houve a
mudanca da cor roxo para amarelo e a placa foi mantida no gelo até a etapa

seguinte.
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32 etapa: Hibridizacéo

A hibridizacdo foi realizada com sondas complementares ao DNA
desnaturado, conjugadas a microesferas fluorescentes (beads). Para cada
amostra foi pipetado 2 pl de beads e 17 ul de tampéo de hibridizagdo. Apés a
adicdo das beads, a placa foi agitada em vortex por 20 segundos, e depois
incubada a 60°C por 15 minutos. Em seguida, a placa foi lavada trés vezes
com adicdo de 40 pl de tampao de lavagem, seguido de centrifugacédo por 5

minutos a 1000 g. Apos cada lavagem, o sobrenadante foi descartado.

Apos a Ultima centrifugacdo foi adicionada a solucdo SAPE (R-
Ficoeritrina conjugada com estreptavidina), preparada na seguinte proporcao:
0,25 pul de solucdo SAPE e 24,75 pl de tampédo de SAPE para cada amostra.
Apoés a adicao da solucdo SAPE, a placa foi incubada a 60°C por 5 minutos.
Posteriormente, a placa foi lavada uma vez com adicao de 40 pl de tampéao de
lavagem seguida de centrifugacdo por 5 minutos a 1000g. Descartou-se o
sobrenadante e foi adicionado 65 pl de tampéo de lavagem. O produto foi
homogeneizado, delicadamente, e transferido para uma placa de ELISA com

fundo em V, para ser analisado.
42 etapa: Leitura e interpretacdo dos resultados

A leitura foi realizada fazendo uso da metodologia de citometria de fluxo,
utilizando-se o LABScan™ 100 - Luminex®, que identifica a intensidade da
fluorescéncia da ficoeritrina em cada microesfera. Os resultados foram
interpretados pelo programa computacional HLA Fusion (HLA Fusion, versao

3.4, One Lambda®) para determinar os alelos dos genes HLA. A andlise do
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padrdo de reatividade de cada amostra de DNA em relagcdo ao conjunto de
sondas conjugadas as microesferas permite o estabelecimento do gendétipo e

foram gerados relatorios com os resultados.

2.3.6 Analise estatistica

As médias de idade foram comparadas utilizando o teste-t., fazendo uso
do software GraphPad Instat (versédo 3.06). O equilibrio de Hardy-Weinberg, as
frequéncias dos alelos e haplotipos foram calculados utilizando o software
ARLEQUIN (verséo 3.11; http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3).

A comparacédo da frequéncia dos alelos e haplétipos entre os grupos de
pacientes foram realizadas usando o Qui-quadrado com corre¢cédo de Yates ou
teste exato de Fisher. A Odds Ratio (OR) com intervalo de confianca de 95%
(IC 95%) foi calculada para avaliar o risco de associacéo. Estes célculos foram
realizados usando o software Open Epi: Open Source Estatisticas
epidemiologicas de cédigo aberto para a Saude Pdblica, versdo 3.03
(http://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm). Foram consideradas diferengas
estatisticamente significantes quando o valor p<0,05, ap0s a corre¢do pelo

método de Bonferroni para comparac6es multiplas (pc).
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3. RESULTADOS

Neste estudo foram analisadas amostras de 249 individuos. O grupo de
pacientes com toxoplasmose ocular foi composto por 123 pacientes portadores
da forma ocular da doenca, e posteriormente este foi dividido em dois
subgrupos de acordo a manifestacédo clinica da doenca (93 pacientes com
manifestacdo primaria, 30 pacientes com manifestacédo recorrente). O grupo de
pacientes sem toxoplasmose ocular foi composto por 126 pacientes portadores

de outras doengas oculares e com sorologia reagente para T. gondii.

3.1 Caracteristicas gerais dos pacientes

As caracteristicas gerais dos participantes do estudo sédo apresentadas
na tabela 1. O grupo de pacientes sem toxoplasmose ocular apresentou uma
idade média significativamente maior em comparacdo com 0 grupo de
pacientes com toxoplasmose ocular (p<0,0001; t=7.056), com o subgrupo dos
pacientes com manifestacdes primarias de toxoplasmose ocular (p<0,0001;
t = 5.216) e com o subgrupo de pacientes com a forma recorrente da doenca
(p<0,0001; t=7.970). Também foram observadas diferencas de idade entre os
subgrupos de pacientes: aqueles com a manifestacdo primaria da doenca
tiveram uma média de idade mais elevada do que aqueles que tiveram

manifestagdes recorrentes (p<0.0011; t=3.336).
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos pacientes com e sem toxoplasmose ocular

e sua manifestacéo primaria e recorrente.

Pacientes com Pacientes com

Pacientes sem TO Pacientes com TO MP MR
Caracteristica (n=126) (n=123) (n=93) (n=30)

Idade (MédiazSD) 57.6+17.2 40.91£19.9 44.2+20.7 30.7£13.3
Mediana 61.5 35.0 41.0 29.0
Minima 19 10 14 10
Maxima 88 90 90 68
Género (%)
Feminino 55 (43.7%) 53 (43,1%) 36 (38.7 %) 17 (56.7%)
Masculino 71 (56.3%) 70 (56.9%) 57 (61.3%) 13 (43.3%)

t= Teste t Student

Valor de p<0.0001 t=7.056 (Pacientes sem toxoplasmose ocular vs.

Pacientes com toxoplasmose ocular).

Valor de p<0.0001 t=5.216 (Pacientes sem toxoplasmose ocular vs. Pacientes com manifestacdo primaria).
Valor de p<0.0001 t=7.970 (Pacientes sem toxoplasmose ocular vs. Pacientes com manifestacdo

recorrente).

Valor de p<0.0011 t=3.336 (Pacientes com manifestagdo primaria vs. Pacientes com manifestacao

recorrente).

Os pacientes deste estudo sdo de ascendéncia europeia, ascendéncia

africana e ascendéncia africana e europeia mista. Devido a alta miscigenacéo

da populacéo brasileira®, inclusive desta regido onde os pacientes residem®®,

eles foram agrupados como uma populacéo de etnia mista.

3.2 Frequéncia dos alelos HLA-DRB1

A tabela 2 mostra a distribuicdo dos alelos HLA-DRB1. Treze alelos

foram identificados nas amostras dos grupos de pacientes com e sem

toxoplasmose ocular. Os alelos mais comuns no grupo de pacientes sem

toxoplasmose ocular foram HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*03, HLA-DRB1*04,
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HLA-DRB1*13 e HLA-DRB1*15. Ja no grupo com toxoplasmose ocular foram
HLA-DRB1*13, HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*04 e HLA-DRB1*11.
Totalizando 65,9% e 64,7%, respectivamente, dos possiveis alelos em
pacientes sem e com toxoplasmose ocular. Nao foi verificada a presenca do
alelo HLA-DRB1*12 apenas no subgrupo de manifestacdo recorrente da

toxoplasmose.

Tabela 2. Distribuicdo dos alelos HLA-DRB1 em pacientes com e sem

toxoplasmose ocular e sua manifestacao primaria e recorrente.

Pacientes com Pacientes com Pacientes com
Alelos Pacientes sem TO TO Mp MR
HLA (n=126) (n=123) (n=93) (n=30)
N (%) N (%) N (%) N (%)
DRB1*01 23(9.1) 31(12.6) 23 (12.3) 8 (13.3)
DRB1*03 37 (14.7) 20(8.1) 17 (9.1) 3 (5.0)
DRB1*04 31(12.3) 27 (11.0) 18 (9.7) 9 (15.0)
DRB1*07 41 (16,3) 36 (14.6) 30(16.1) 6 (10.0)
DRB1*08 10 (4.0) 13 (5.3) 10 (5.4) 3 (5.0)
DRB1*09 5(2.0) 4(1.6) 3(1.6) 1(1.7)
DRB1*10 2(0.8) 6 (2.4) 3(1.6) 3 (5.0)
DRB1*11 24 (9.5) 26 (10.6) 21(11.2) 5(8.4)
DRB1*12 2(0.8) 2(0.8) 2(1.2) 0 (0)
DRB1*13 31(12.3) 39 (15.9) 28 (15.1) 11 (18.3)
DRB1*14 12 (4.8) 15 (6.1) 7 (3.8) 8 (13.3)
DRB1*15 26 (10.3) 15 (6.1) 13 (7.0) 2(3,3)
DRB1*16 8(3.1) 12 (4.9) 11 (6.0) 1(1.7)

3.2.1 Frequéncia dos alelos HLA-DRB1 nos grupos com e sem

toxoplasmose ocular

Foram encontradas diferencas estatisticamente significantes na
distribuicdo dos alelos HLA-DRB1 entre os grupos de pacientes com e sem

toxoplasmose ocular para o grupo alélico DRB1*03, que apresentou maior
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frequéncia alélica no grupo sem toxoplasmose ocular, comparado ao grupo

com toxoplasmose ocular (14,7% x 8,1%), sugerindo um comportamento como

fator de protecdo (OR= 1,94; IC 95% 1.09-3.45; p= 0.031; pc=0.404),

entretanto, apos a correcdo de Bonferroni essa associagao foi perdida.

N&do foram observadas diferencas significativas para as demais

frequéncias alélicas HLA-DRB1 entre os grupos analisados (p>0,05), conforme

tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo dos alelos HLA-DRB1 em pacientes com e sem

toxoplasmose.

Alelos Pacientes sem TO Pacientes com TO . .
Pacientes sem TO X Pacientes com TO
HLA (n=126) (n=123)
N (%) N (%) OR IC p* pc**
DRB1*01 23 (9.1) 31(12.6) 0.69 0.39-1.23 0.271
DRB1*03 37 (14.7) 20 (8.1) 1.94 1.09-3.45 0.031 0.404
DRB1*04 31(12.3) 27 (11.0) 1.13  0.65-1.96 0.747
DRB1*07 41 (16,3) 36 (14.6) 1.13 0.69-1.84 0.703
DRB1*08 10 (4.0) 13 (5.3) 0.74 0.31-1.72 0.626
DRB1*09 5(2.0) 4 (1.6) 1.22 0.32-4.61 0.971
DRB1*10 2 (0.8) 6 (2.4) 0.32 0.06-1.60 0.271
DRB1*11 24 (9.5) 26 (10.6) 0.89 0.49-1.59 0.811
DRB1*12 2 (0.8) 2 (0.8) 0.97 0.13-6.98 0.632
DRB1*13 31(12.3) 39 (15.9) 0.74 0.44-1.23 0.314
DRB1*14 12 (4.8) 15 (6.1) 0.77 0.35-1.68 0.645
DRB1*15 26 (10.3) 15 (6.1) 1.77 0.91-3.43 0.121
DRB1*16 8(3.1) 12 (4.9) 0.63 0.25-1.59 0.459

*Valores calculados com o teste de Qui-quadrado com correcdo de Yates.

**\/alores de p obtido com a correcéo de Bonferroni.
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3.2.2 Frequéncia dos alelos HLA-DRB1 entre o grupo sem toxoplasmose

ocular e o subgrupo com manifestacéo primaria

N&o foram observadas diferencas significativas entre as frequéncias
alélicas dos grupos alélicos HLA-DRB1 entre o grupo e subgrupo analisados
(p>0,05), de modo que nenhuma associagao de protecdo ou suscetibilidade foi

observada para este locus, de acordo com a tabela 4.

Tabela 4. Distribuicdo dos alelos HLA-DRB1 em pacientes sem toxoplasmose

ocular e com a manifestacao priméria da doenca.

Alelos Pacientes sem Pacientes com . .
Pacientes sem TO X Pacientes com MP

HLA TO (n=126) MP (n=93)
N (%) N (%) OR IC p*
DRB1*01 23 (9.1) 23 (12.3) 0.71 0.38-1.31 0.349
DRB1*03  37(14.7) 17 (9.1) 1.71 0.93-3.14 0.110
DRB1*04  31(12.3) 18 (9.7) 1.30 0.70-2.42 0.479
DRB1*07  41(16,3) 30 (16.1) 1.01 0.60-1.69 0.927
DRB1*08 10 (4.0) 10 (5.4) 0.72 0.29-1.78 0.641
DRB1*09 5(2.0) 3(1.6) 1.23 0.29-5.23 0.941
DRB1*10 2(0.8) 3(1.6) 0.48 0.08-2.95 0.732
DRB1*11 24 (9.5) 21(11.2) 0.82 0.44-1.53 0.658
DRB1*12 2(0.8) 2(1.1) 0.73 0.10-5.27 0.840
DRB1*13  31(12.3) 28 (15.1) 0.79 0.45-1.37 0.488
DRB1*14 12 (4.8) 7 (3.8) 1.27 0.49-3.31 0.787
DRB1*15 26 (10.3) 13 (7.0) 1.53 0.76-3.06 0.300
DRB1*16 8(3.1) 11 (6.0) 0.52 0.20-1.32 0.249

*Valores calculados com o teste de Qui-quadrado com correcdo de Yates.
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3.2.3 Frequéncia dos alelos HLA-DRB1 entre o grupo sem toxoplasmose

ocular e o subgrupo com manifestagéo recorrente

HLA-DRB1*14 apresentou maior frequéncia no subgrupo de pacientes
com manifestacdo recorrente, comparado com 0 grupo sem toxoplasmose
ocular (13,3% x 4,8%), se comportando como fator de suscetibilidade para o
desenvolvimento da manifestacdo recorrente da doenca (OR= 0.32; IC 95%
0.12-0.83; p=0.032; pc=0.417), entretanto a importancia desta associacao nao
permaneceu estatisticamente significativa ap0s correcdo para mudltiplas
comparacdes, de acordo com a tabela 5. As demais frequéncias alélicas entre

0s grupos analisados ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05).

Tabela 5. Distribuicdo dos alelos HLA-DRB1 em pacientes sem toxoplasmose

ocular e com a manifestagao recorrente da doenca.

Alelos  Pacientes sem Pacientes com . .
Pacientes sem TO X Pacientes com MR

HLA TO MR (n=30)
N (%) N (%) OR IC p* pc**
DRB1*01 23(9.1) 8 (13.3) 0.65 0.27-1.54 0.460
DRB1*03 37 (14.7) 3(5.0) 3.27 0.97-10.99 0.072
DRB1*04  31(12.3) 9 (15.0) 0.79 0.35-1.77 0.728
DRB1*07 41 (16,3) 6 (10.0) 1.74 0.70-4.33 0.309
DRB1*08 10 (4.0) 3(5.0) 0.78 0.20-2.94 >0.999
DRB1*09 5(2.0) 1(1.7) 1.19 0.13-10.41 0.717
DRB1*10 2(0.8) 3(5.0) 0.15 0.02-0.93 0.078
DRB1*11 24 (9.5) 5(8.4) 1.15 0.42-3.17 0.969
DRB1*12 2(0.8) 0 (0)
DRB1*13 31(12.3) 11 (18.3) 0.62 0.29-1.32 0.309
DRB1*14 12 (4.8) 8(13.3) 0.32 0.12-0.83 0.032 0.417
DRB1*15 26 (10.3) 2(3,3) 3.33 0.76-14.46 0.1472
DRB1*16 8(3.1) 1(1.7) 1.93 0.23-15.77 0.8430

*Valores calculados com o teste de Qui-quadrado com correcdo de Yates.

**\Valores de P obtido com a correcdo de Bonferroni.
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3.2.4 Frequéncia dos alelos HLA-DRB1 entre os subgrupos com

manifestacdo priméaria e com manifestacéo recorrente

A frequéncia alélica do HLA-DRB1*14 no subgrupo com manifestacao
recorrente foi de 13.3%, enquanto no subgrupo com manifestacdo primaria, a
frequéncia foi de apenas 3.8% (p<0.017). Desta forma, foi observada uma
possivel associagcdo de suscetibilidade para o desenvolvimento da
manifestacéo recorrente (OR=0.25; IC 95% 0.08-0.73), envolvendo este grupo
alélico. Porém, a importdncia desta associagdo ndo permaneceu

estatisticamente significativa ap6s correcdo de Bonferroni, conforme tabela 6.

Tabela 6. Distribuicdo dos alelos HLA-DRB1 em pacientes com a manifestacao

primaria e recorrente da toxoplasmose ocular.

Alelos  Pacientes com Pacientes com . .
Pacientes com MP X Pacientes com MR

HLA MP (n=93) MR (n=30)
N (%) N (%) OR IC p* pc**
DRB1*01  23(12.3) 8(13.3) 0.91 0.38-2.17 0.978
DRB1*03 17 (9.1) 3 (5.0) 1.91 0.54-6.76 0.454
DRB1*04 18 (9.7) 9 (15.0) 0.60 0.25-1.43 0.363
DRB1*07 30(16.1) 6 (10.0) 1.731 0.68-4.38 0.338
DRB1*08 10 (5.4) 3(5.0) 1.08 0.28-4.05 0.827
DRB1*09 3(1.6) 1(1.7) 0.96 0.09-9.47 0.576
DRB1*10 3(1.6) 3(5.0) 0.31 0.06-1.58 0.318
DRB1*11  21(11.2) 5 (8.4) 1.40 0.50-3.89 0.684
DRB1*12 2 (1.1) 0 (0)
DRB1*13 28 (15.1) 11 (18.3) 0.78 0.36-1.70 0.688
DRB1*14 7(3.8) 8(13.3) 0.25 0.08-0.73 0.017  0.223
DRB1*15 13 (7.0) 2 (3,3) 2.17 0.47-9.94 0.472
DRB1*16 11 (6.0) 1(1.7) 3.70 0.46-29.34 0.325

*Valores calculados com o teste de Qui-quadrado com correcdo de Yates.

**\/alores de P obtido com a correcdo de Bonferroni.
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3.3 Frequéncia dos alelos HLA-DQB1

A Tabela 7 mostra a distribuicdo dos alelos HLA-DQBL1. Foi identificado

um total de cinco grupos de alelos para o locus HLA-DQBL1.

Tabela 7. Distribuicdo dos alelos HLA-DQB1 em pacientes com e sem

toxoplasmose e sua manifestacéo primaria e recorrente.

Pacientes com Pacientes com Pacientes com
Alelos Pacientes sem TO TO MP MR
HLA (n=126) (n=123) (n=93) (n=30)
N (%) N (%) N (%) N (%)
DQB1*02 88 (34.9) 64 (26.0) 49 (26.3) 15 (25.0)
DQB1*03 49 (19,4) 54 (22.0) 41 (22.0) 13 (21.7)
DQB1*04 7(2.8) 12 (4.9) 10 (5.4) 2(3.3)
DQB1*05 48 (19.0) 64 (26.0) 46 (24.7) 18 (30.0)
DQB1*06 60 (23.9) 52 (21.1) 40 (21.6) 12 (20.0)

3.3.1 Frequéncia dos alelos HLA-DQB1 nos grupos com e sem

toxoplasmose ocular

Foi observada a existéncia de uma associacdo estatisticamente
significativa para o locus HLA-DQB1 entre os grupos com e sem toxoplasmose
ocular. O grupo alélico DQB1*02 apresentou maior frequéncia alélica no grupo
de pacientes sem toxoplasmose ocular quando comparado com o grupo com
toxoplasmose ocular (34.9% x 26.0%), se comportando como fator de protecéo
para o desenvolvimento da forma ocular da doenga (OR= 1.52; IC 95% 1.03-
2.24; p=0.039; pc=0.197), contudo a importancia desta associacdo nao
permaneceu estatisticamente significativa ap0s correcdo para multiplas

comparacoes, conforme tabela 8.
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Tabela 8. Distribuicdo dos alelos HLA-DQB1 em pacientes com e sem

toxoplasmose ocular.

Alelos Pacientes sem Pacientes com

Pacientes sem toxoplasmose ocular X

HLA TO (n=126) TO (n=123) Pacientes com toxoplasmose ocular
N (%) N (%) OR IC p* pc**
DQB1*02 88 (34.9) 64 (26.0) 1.52 1.03-2.24 0.039 0.197
DQB1*03 49 (19,4) 54 (22.0) 0.85 0.55-1.32 0.562
DQB1*04 7 (2.8) 12 (4.9) 0.55 0.21-1.43 0.322
DQB1*05 48 (19.0) 64 (26.00) 0.66 0.43-1.02 0.079
DQB1*06 60 (23.9) 52 (21.1) 1.16 0.76-1.77 0.544

*Valores calculados com o teste de Qui-quadrado com correcao de Yates.

**\/alores de P obtido com a correcao de Bonferroni.

3.3.2 Frequéncia dos alelos HLA-DQB1 entre o grupo sem toxoplasmose

ocular e o subgrupo com manifestacéo primaria

N&do foram encontradas diferencas estatisticamente significativas na

distribuicdo dos alelos HLA-DQB1 entre o grupo sem toxoplasmose ocular e o

subgrupo com manifestacao primaria, conforme tabela 9.

Tabela 9. Distribuicdo dos alelos HLA-DQB1 em pacientes sem toxoplasmose

ocular e com manifestacdo priméaria da doenca.

Alelos Pacientes sem Pacientes com Pacientes sem TO X
HLA TO (n=126) MP (n=93) Pacientes com MP
N (%) N (%) OR IC p*
DQB1*02 88 (34.9) 49 (26.3) 1.50 0.98-2.27 0.070
DQB1*03 49 (19,4) 41 (22.0) 0.85 0.53-1.36 0.585
DQB1*04 7 (2.8) 10 (5.4) 0.50 0.18-1.347 0.254
DQB1*05 48 (19.0) 46 (24.7) 0.71 0.45-1.13 0.189
DQB1*06 60 (23.9) 40 (21.6) 1.14 0.72-1.79 0.650

*Valores calculados com o teste de Qui-quadrado com correcdo de Yates.



38

3.3.3 Frequéncia dos alelos HLA-DQB1 entre o grupo sem toxoplasmose

ocular e o subgrupo com manifestagéo recorrente

N&do foram encontradas diferencas significativas na distribuicdo dos
alelos HLA-DQBL1 entre o grupo sem toxoplasmose ocular e 0 subgrupo com

manifestagéo recorrente, de acordo com a tabela 10.

Tabela 10. Distribuicdo dos alelos HLA-DQB1 em pacientes sem toxoplasmose

ocular e com manifestacao recorrente da doenca.

Alelos Pacientes sem Pacientes com Pacientes sem TO X
HLA TO (n=126) MR (n=30) Pacientes com MR
N (%) N (%) OR IC p*
DQB1*02 88 (34.9) 15 (25.0) 1.61 0.84-3.05 0.188
DQB1*03 49 (19,4) 13 (21.7) 0.87 0.43-1.73 0.835
DQB1*04 7 (2.8) 2 (3.3) 0.82 0.16-4.09 0.843
DQB1*05 48 (19.0) 18 (30.0) 0.54 0.29-1.03 0.091
DQB1*06 60 (23.9) 12 (20.0) 1.25 0.62-2.50 0.646

*Valores calculados com o teste de Qui-quadrado com correcdo de Yates.

3.3.4 Frequéncia dos alelos HLA-DQB1 entre os subgrupos com

manifestacdo primaria e com manifestacao recorrente

N&ao foram encontradas diferencas significativas na distribuicdo dos
alelos HLA-DQB1 entre o0s subgrupos com manifestacdo primaria e

manifestagéo recorrente, de acordo com a tabela 11.
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Tabela 11. Distribuicdo dos alelos HLA-DQB1 em pacientes com manifestagéo

primaria e recorrente da doenca.

Alelos Pacientes com Pacientes com Pacientes com MP X
MP (n=93) MR (n=30) Pacientes com MR
HLA N (%) N (%) OR IC p*
DQB1*02 49 (26.3) 15 (25.0) 1.07 0.54-2.09 0.970
DQB1*03 41 (22.0) 13 (21.7) 1.02 0.50-2.06 0.906
DQB1*04 10(5.4) 2 (3.3) 1.64 0.35-7.73 0.768
DQB1*05 46 (24.7) 18 (30.0) 0.76 0.40-1.46 0.522
DQB1*06 40 (21.6) 12 (20.0) 1.09 0.53-2.25 0.947
*Valores calculados com o teste de Qui-quadrado com correcao de Yates.
3.4 Frequéncia dos haplétipos HLA-DRB1 HLA-DQB1
Os haplotipos HLA-DRB1_HLA-DQB1 encontrados nos grupos

analisados estdo apresentados na tabela 12. Trinta e seis hapl6tipos foram

identificados no grupo de pacientes sem toxoplasmose ocular, trinta e sete no

grupo de pacientes com toxoplasmose ocular, trinta e quatro no grupo de

pacientes com manifestacdes clinicas primaria da doenca e vinte e dois no

grupo com pacientes com a manifestacao recorrente da doenca. O haplotipo

mais comum em ambos os grupos foi o HLA-DRB1*07_HLA-DQB1*02.
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Tabela 12. Distribuicdo dos haplotipos HLA-DRB1_HLA-DQB1 em pacientes

com e sem toxoplasmose ocular e sua manifestacdo primaria e recorrente.

L. Pacientes Pacientes Pacientes Pacientes
Genoétipos

sem com com com

HLA TO (n=126) TO (n=123) MP (n=93) MR (n=30)

N (%) N (%) N (%) N (%)

DRB1*01_DQB1*02 0 0 2 0,8 0 0 2 3,5
DRB1*01_DQB1*03 0 0 1 0,3 1 0,4 0 0
DRB1*01_DQB1*05 23 9,1 27 11 21 11,3 6 9,8
DRB1*01_DQB1*06 0 0 1 0,6 1 0,7 0 0
DRB1*03_DQB1*02 34 13,5 19 7,7 16 8,6 3 5
DRB1*03_DQB1*04 0,4 1 0,4 1 0,5 0 0
DRB1*03_DQB1*05 0,4 0 0 0 0 0 0
DRB1*03_DQB1*06 0,4 0 0 0 0 0 0
DRB1*04 _DQB1*02 2 4 1,6 1 0,5 3 4,8
DRB1*04_DQB1*03 19 7,5 19 7,7 14 7,5 5 8,3
DRB1*04 _DQB1*04 2 0,8 1 0,4 1 0,5 0 0
DRB1*04_DQB1*05 1 0,2 3 1,3 2 1,1 1 1,9
DRB1*04_DQB1*06 4 1,8 0 0 0 0 0 0
DRB1*07_DQB1*02 35 13,8 33 13,4 27 14,5 6 10
DRB1*07_DQB1*03 4 1,7 1 0,4 1 0,5 0 0
DRB1*07_DQB1*05 2 0,8 2 0,8 2 1,1 0 0
DRB1*08 DQB1*02 4 1,6 0 0 0 0 0 0
DRB1*08 DQB1*03 3 1,2 1 0,4 1 0,5 0 0
DRB1*08_DQB1*04 3 1,1 10 4,1 8 4,3 2 3,3
DRB1*08 DQB1*06 0 0 2 0,8 1 0,5 1 1,7
DRB1*09_DQB1*02 2 0,8 1 0,4 1 0,5 0 0
DRB1*09 _DQB1*03 2 0,8 3 1,2 2 1,1 1 1,7
DRB1*09_DQB1*06 1 0,4 0 0 0 0 0 0
DRB1*10_DQB1*05 2 0,8 5 2 2 1,1 3 5
DRB1*10_DQB1*06 0 0 1 0,4 1 0,5 0 0
DRB1*11_DQB1*02 4 1,6 3 1,2 2 1,1 1 1,7
DRB1*11_DQB1*03 16 6,3 17 6,8 14 7,4 3 4,7
DRB1*11_DQB1*05 1 0,4 1 0,4 1 0,5 0 0
DRB1*11_DQB1*06 3 1,2 5 2,2 4 2,3 1 1,9
DRB1*12_DQB1*02 1 0,4 0 0 0 0 0 0
DRB1*12_DQB1*03 0 0 1 0,4 1 0,5 0 0
DRB1*12_DQB1*05 1 0,4 1 0,4 1 0,5 0 0
DRB1*13_DQB1*02 3 1,2 1 0,4 1 0,6 0 0
DRB1*13_DQB1*03 2 0,8 8 3,1 4 2,4 3 5,3
DRB1*13_DQB1*05 0 0 4 1,7 3 1,6 1 1,7
DRB1*13_DQB1*06 26 10,3 26 10,6 20 10,5 7 11,3
DRB1*14 DQB1*03 0 0 1 0,4 0 0 1 1,7




Tabela 12. Continuacao

L. Pacientes Pacientes Pacientes Pacientes
Genotipos
sem com com com
HLA TO (n=126) TO (n=123) MP (n=93) MR (n=30)
N (%) N (%) N (%) N (%)
DRB1*14 DQB1*04 1 0,4 0 0 0 0 0 0
DRB1*14 DQB1*05 10 4 13 5,3 7 3,9 6 10
DRB1*14 DQB1*06 1 0,4 1 0,4 0 0 1 1,7
DRB1*15_DQB1*05 3 1 0 0 0 0 0
DRB1*15_DQB1*06 23 9,3 15 6,1 13 7 2 3,3
DRB1*16_DQB1*02 0 0 1 0,4 1 0,5 0 0
DRB1*16_DQB1*03 3 1,2 3 1,3 3 1,6 0 0
DRB1*16_DQB1*05 5 2 8 3,2 7 3,9 1 1,7
Total 252 100 246 100 186 100 60 100

O haplétipo HLA-DRB1*03_HLA-DQB1*02 sugeriu
associacdo a protecdo contra o desenvolvimento da forma ocular da
toxoplasmose (OR: 1.86; IC 95%: 1.03-3.36; p= 0.052), quando comparados 0s

grupos de pacientes sem e com toxoplasmose ocular (13.5% x 7.7%), embora

no limite da significancia estatistica, conforme tabela 13.

41
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Tabela 13. Distribuicdo dos haplétipos HLA-DRB1_HLA-DQB1 em pacientes

com e sem toxoplasmose ocular.

Genoétipos Pacientes sem Pacientes com Pacientes sem TO X
TO (n=126) TO (n=123) Pacientes com TO

HLA N (%) (%) OR IC p*
DRB1*01_DQB1*02 0 0 2 0,8 0 0 0
DRB1*01_DQB1*03 0 0 1 0,3 0 0 0
DRB1*01_DQB1*05 23 9,1 27 11 0.8147 0.45-1.46 0.591
DRB1*01_DQB1*06 0 0 1 0,6 0 0 0
DRB1*03_DQB1*02 34 13,5 19 7,7 1.863 1.03-3.36 0.052
DRB1*03_DQB1*04 1 0,4 1 0,4 0.9761  0.06-15.69  0.489
DRB1*03_DQB1*05 1 0,4 0 0 0 0 0
DRB1*03_DQB1*06 0,4 0 0 0 0 0
DRB1*04_DQB1*02 2 4 1,6 1.225 0.32-4.61 0.971
DRB1*04_DQB1*03 19 7,5 19 7,7 0.9742 0.50-1.88 0.927
DRB1*04_DQB1*04 2 0,8 1 0,4 1.96 0.17-21.75 0.983
DRB1*04_DQB1*05 1 0,2 3 1,3 0.3227 0.03-3.12 0.598
DRB1*04_DQB1*06 4 1,8 0 0 0 0 0
DRB1*07_DQB1*02 35 13,8 33 13,4 1.041 0.62-1.73 0.981
DRB1*07_DQB1*03 4 1,7 1 0,4 3.952 0.43-35.60 0.383
DRB1*07_DQB1*05 2 0,8 2 0,8 0.976 0.13-6.98 0.633
DRB1*08_DQB1*02 4 1,6 0 0 0 0 0
DRB1*08_DQB1*03 3 1,2 1 0,4 2.952 0.30-28.57 0.633
DRB1*08_DQB1*04 3 1,1 10 4,1 0.2843 0.07-1.04 0.083
DRB1*08_DQB1*06 0 0 2 0,8 0 0 0
DRB1*09_DQB1*02 2 0,8 1 0,4 1.96 0.17-21.75 0.983
DRB1*09_DQB1*03 2 0,8 3 1,2 0.648 0.10-3.91 0.978
DRB1*09_DQB1*06 1 0,4 0 0 0 0 0
DRB1*10_DQB1*05 2 0,8 5 2 0.3856 0.07-2.01 0.427
DRB1*10_DQB1*06 0 0 1 0,4 0 0 0
DRB1*11_DQB1*02 4 1,6 3 1,2 1.306 0.28-5.89 0.974
DRB1*11_DQB1*03 16 6,3 17 6,8 0.9133 0.45-1.85 0.943
DRB1*11_DQB1*05 1 0,4 1 0,4 0.9761  0.06-15.69  0.489
DRB1*11_DQB1*06 3 1,2 5 2,2 0.5807 0.13-2.45 0.696
DRB1*12_DQB1*02 1 0,4 0 0 0 0 0
DRB1*12_DQB1*03 0 0 1 0,4 0 0 0
DRB1*12_DQB1*05 1 0,4 1 0,4 0.9761  0.06-15.69  0.489
DRB1*13_DQB1*02 3 1,2 1 0,4 2.952 0.30-28.57 0.633
DRB1*13_DQB1*03 2 0,8 8 3,1 0.238 0.05-1.13 0.102
DRB1*13_DQB1*05 0 0 4 1,7 0 0 0
DRB1*13_DQB1*06 26 10,3 26 10,6 0.9735 0.54-1.72 0.956
DRB1*14_DQB1*03 0 0 1 0,4 0 0 0
DRB1*14_DQB1*04 1 0,4 0 0 0 0 0
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Tabela 13. Continuacao

Genoétipos Pacientes sem Pacientes com Pacientes sem TO X
TO (n=126) TO (n=123) Pacientes com TO

HLA N (%) N (%) OR IC p*
DRB1*14_DQB1*05 10 4 13 5,3 0.7406 0.31-1.72 0.626
DRB1*14_DQB1*06 1 0,4 1 0,4 0.9761  0.06-15.69 0.489
DRB1*15_DQB1*05 3 1 0 0 0 0 0
DRB1*15_DQB1*06 23 9,3 15 6,1 1.547 0.78-3.04 0.270
DRB1*16_DQB1*02 0 0 1 0,4 0 0 0
DRB1*16_DQB1*03 3 1,2 3 1,3 0.9759 0.19-4.88 0.703
DRB1*16_DQB1*05 5 2 8 3,2 0.6022 0.19-1.86 0.544

*Valores calculados com o teste de Qui-quadrado com correcdo de Yates.

N&o houve diferenca significativa na comparacédo dos demais haplétipos
HLA-DRB1 HLA-DQB1 entre pacientes com manifestacbes primarias e
agueles com manifestacbes recorrentes de toxoplasmose ocular, de acordo

com a tabela 14.
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Tabela 14. Distribuicdo dos haplotipos HLA-DRB1_HLA-DQB1 em pacientes

sem toxoplasmose ocular e com manifestacdo primaria ou recorrente.

Genotipos Pacientes sem TO X Pacientes sem TO X Pacientes com MP X
Pacientes com MP Pacientes com MR Pacientes com MR
HLA OR IC p* OR IC p* OR IC p*
DRB1*01_DQB1*05 0.79  0.42-1.47 0.559 0.90 0.35-2.32 0.969 1.14  0.43-2.98 0.967
DRB1*03_DQB1*02 1.66 0.88-3.10 0.150 296 0.87-9.99 0.108 1.79 0.50-6.36 0.528
DRB1*03_DQB1*04 0.74 0.04-11.86 0.616 0 0 0 0 0 0
DRB1*04_DQB1*02 3.74 0.43-32.32 0.383 0.38  0.08-1.65 0.382 0.10 0.01-1.01 0.073
DRB1*04_DQB1*03 1.00 0.48-2.05 0.858 0.89 0.32-2.50 0.950 0.89 0.30-2.59 0.940
DRB1*04_DQB1*04 1.48 0.13-16.44 0.791 0 0 0 0 0 0
DRB1*04_DQB1*05 0.37  0.03-4.07 0.791 0.23 0.01-3.81 0.835 0.64  0.05-7.19 0.754
DRB1*07_DQB1*02 0.95 0.55-1.63 0.962 1.45 0.58-3.62 0.556 1.53 0.59-3.90 0.499
DRB1*07_DQB1*03 2.98 0.33-26.91 0.570 0 0 0 0 0 0
DRB1*07_DQB1*05 0.74  0.10-5.27 0.840 0 0 0 0 0 0
DRB1*08_DQB1*03 2.23 0.23-21.60 0.840 0 0 0 0 0 0
DRB1*08_DQB1*04 0.27 0.07-1.02 0.080 0.35 0.05-2.13 0.538 1.30 0.26-6.31 0.963
DRB1*08_DQB1*06 O 0 0 0 0 0 0.32 0.01-5.17 0.983
DRB1*09_DQB1*02 1.48 0.13-16.44 0.791 0 0 0 0 0 0
DRB1*09_DQB1*03 0.74  0.10-5.27 0.840 0.47  0.04-5.29 0.909 0.64  0.05-7.19 0.754
DRB1*10_DQB1*05 0.74  0.10-5.27 0.840 0.15 0.02-0.93 0.078 0.21 0.03-1.26 0.178
DRB1*11 DQB1*02 1.48 0.26-8.18 0.968 0.95 0.10-8.67 0.597 0.64  0.05-7.19 0.754
DRB1*11_DQB1*03 0.83 0.39-1.75 0.771 1.29 0.36-4.57 0.926 1.55 0.42-5.57 0.705
DRB1*11_DQB1*05 0.74 0.04-11.86 0.616 0 0 0 0 0 0
DRB1*11_DQB1*06 0.55 0.12-2.47 0.684 0.71 0.07-6.95 0.731 1.29 0.14-11.83 0.768
DRB1*12_DQB1*05 0.74 0.04-11.86 0.616 0 0 0 0 0 0
DRB1*13_DQB1*02 2.23 0.23-21.60 0.840 0 0 0 0 0 0
DRB1*13_DQB1*03 0.36  0.06-2.00 0.428 0.15 0.02-0.93 0.078 0.42 0.09-1.92 0.479
DRB1*13_DQB1*05 O 0 0 0 0 0 0.97 0.09-9.47 0.576
DRB1*13_DQB1*06 0.95 0.51-1.76 0.991 0.87 0.35-2.11 0.942 0.91 0.36-2.27 0.967
DRB1*14_DQB1*05 1.06  0.39-2.82 0.888 0.37 0.12-1.06 0.114 0.35 0.11-1.09 0.122
DRB1*14_DQB1*06 O 0 0 0.23 0.01-3.81 0.835 0 0 0
DRB1*15_DQB1*06 1.34  0.65-2.71 0.529 291 0.66-12.71 0.223 2.18 0.47-9.94 0.472
DRB1*16_DQB1*03 0.74  0.14-3.68 0.968 0 0 0 0 0 0
DRB1*16_DQB1*05 0.52 0.16-1.65 0.405 1.19 0.13-10.41 0.717 2.31 0.27-19.14 0.705

*Valores calculados com o teste de Qui-quadrado com correcao de Yates.
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3.5 Equilibrio de Hardy-Weinberg

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado para o locus HLA-DRB1
em todos os grupos e subgrupos analisados no estudo (Tabela 15). Os grupos
de pacientes sem TO, com TO, manifestacdo primaria e recorrente
apresentaram altas taxas de heterozigosidade, com valores de 87,3%, 86,9%,

86.0% e 90.0%, respectivamente.

Tabela 15. Equilibrio de Hardy-Weinberg para o locus HLA-DRB1 nos grupos

de pacientes com e sem toxoplasmose ocular e sua manifestacao primaria e

recorrente.
Locus HLA-DRB1 N Het. Obs Het. Esp. P D.P.

Pacientes sem

toxoplasmose ocular 126 0.87302 0.89183 0.44720 0.00063
Pacientes com

toxoplasmose ocular 123 0.86992 0.89786 0.43318 0.00100
Pacientes com

manifestagao primaria 93 0.86022 0.89706 0.33305 0.00085

Pacientes com

manifestagdo recorrente 30 0.90000 0.89718 0.45131 0.00116
n = nimero de pacientes; Het. Obs.= frequéncia de heterozigotos observada;

Het. Esp.= frequéncia de heterozigotos esperada; P= probabilidade; D. P.= desvio padrédo

Para o locus HLA-DQB1, o equilibrio de Hardy-Weinberg foi observado
apenas no subgrupo de pacientes com manifestacao recorrente, enquanto para
0s grupos sem TO, com TO e o subgrupo com manifestacdo primaria foi
observado um desvio (p=0,000), sugerindo um excesso de homozigose para

este gene na populacdo estudada (Tabela 16).
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Tabela 16. Equilibrio de Hardy-Weinberg para o locus HLA-DQB1 nos
grupos de pacientes com e sem toxoplasmose ocular e sua manifestacao

primaria e recorrente.

Locus HLA-DQB1 N Het. Obs Het. Esp. P D.P.
Pacientes sem
toxoplasmose ocular 126 0.56349 0.74948 0.00000 0.00000
Pacientes com
toxoplasmose ocular 123 0.57724 0.77252 0.00000 0.00000
Pacientes com
manifestagdo primaria 93 0.56989 0.77588 0.00000 0.00000

Pacientes com

manifestagao recorrente 30 0.60000 0.77232 0.10279 0.00079
n = namero de pacientes; Het. Obs.: frequéncia de heterozigotos observada;

Het. Esp.: frequéncia de heterozigotos esperada; P: probabilidade; D. P.: desvio
padrao
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4. DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi testar a hipétese de que os genes HLA de
classe Il estdo associados ao desenvolvimento da toxoplasmose ocular. Além
disso, investigar se estes genes estdo envolvidos com o desenvolvimento da
manifestacédo primaria e recorrente da doenca.

Como as moléculas HLA de classe Il sdo responsaveis pela
apresentacdo dos peptideos antigénicos processados para as células T CD4",
desempenham um importante papel na regulacdo do sistema imune. Sendo
importante avaliar esses genes em pacientes expostos ao T. gondii, que
desenvolveram ou ndo a forma ocular da doenca, a fim de verificar se estes
genes exercem alguma influencia no desenvolvimento da toxoplasmose ocular.

Foram observadas diferencas estatisticamente significantes em relacéo
a idade dos pacientes com a forma ocular da doenca, comparada aos
pacientes que nao desenvolveram a toxoplasmose ocular, sendo a média de
idade do grupo e subgrupos de pacientes com toxoplasmose ocular menor do
gue a idade média dos pacientes sem toxoplasmose ocular. Os pacientes que
apresentam manifestacdes oculares recorrentes tiveram a idade média inferior
do que aqueles com a manifestacao primaria.

Os pacientes que compdem o grupo sem toxoplasmose ocular possuem
outras doencas oculares prevalentes em idade mais elevada®” o que pode
justificar a diferenca encontrada neste grupo. Varios estudos tém demonstrado

a importancia da idade no desenvolvimento clinico da toxoplasmose ocular e a
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maior parte deles evidencia que a doenca acomete frequentemente pacientes a
partir da segunda para a quarta década de vida.®®®%. Os dados deste estudo
estdo alinhados com esta proposicao.

Tem sido postulado que a recorréncia esta associada com a reativacao
de cistos na retina, atribuida a imaturidade ou alteracbes na imunidade do
hospedeiro.®® Segundo Holland e colaboradores 2004®%, o risco de
recorréncia da retinite € maior ap0s o0 primeiro ano do que nos anos
subsequentes. Estudos prévios mostraram que individuos com retinocoroidite
toxoplasmica priméaria sem lesao retinocoroidal pré-existente sdo mais velhos
do que aqueles com toxoplasmose ocular recorrente.®8%V Os resultados deste
estudo corroboram estas observacfes. Além disso, é possivel que as
manifestacdes oculares recorrentes possam resultar de infec¢des repetidas de

5(6263)

mais de uma cepa do parasit , OU podem também estar associadas a

cepas mais virulentas do parasita.*¢°3¢

Comparando os grupos estudados, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre o0s géneros masculino e feminino.
Entretanto Nogareda e colaboradores®, relataram maior incidéncia da
toxoplasmose em mulheres devido a exposicdo aos cistos encontrados na
carne crua durante a sua preparacdo. Por outro lado Jones e colaboradores®®,
relataram que nos homens o risco elevado poderia estar relacionado com o
aumento do contato com o solo em fazenda e areas rurais. Contudo, ha

evidéncias de que o desenvolvimento da toxoplasmose ocular relacionada ao

sexo pode ser dependente da exposicdo a fatores ambientais ausentes na
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casuistica analisada neste estudo. Estas proposi¢cdes foram observadas por
Ferreira e colaboradores.®

Embora varios estudos tenham dado destaque a importancia dos fatores
ambientais na toxoplasmose ocular, os fatores imunogenéticos do hospedeiro
nao foram totalmente explorados como determinantes de suscetibilidade e
resisténcia a esta doenca. Neste sentido, os genes HLA de classe IlI, merecem
especial atencdo pelo fato de controlarem parte da resposta imune do
hospedeiro a microrganismos causadores de doencas.

No presente estudo, o principal objetivo foi determinar os alelos e
haplétipos HLA-DRB1 e DQB1 que poderiam influenciar de alguma forma o
desenvolvimento da toxoplasmose ocular. A frequéncia dos alelos HLA-DRB1
na casuistica estudada foi semelhante a encontrada por Ayo e
colaboradores® em uma populacdo saudavel de doadores voluntarios de
medula 6ssea da regido noroeste estado de Sao Paulo.

Os alelos HLA-DRB1*03 e HLA-DQB1*02 foram mais frequentes nos
pacientes sem toxoplasmose ocular, sugerindo um comportamento como fator
de protecao ao desenvolvimento de lesdes e cicatrizes por toxoplasmose. J& o
alelo HLA-DRB1*14 foi mais frequente no subgrupo com a manifestacdo
recorrente, sugerindo ser um fator de suscetibilidade ao desenvolvimento da
forma recorrente. Entretanto, apds a correcdo de Bonferroni essas associacfes
foram perdidas. Portanto, estes alelos, embora mais frequentes nos grupos
analisados, ndo parecem constituir fatores imunogenéticos que afetam a

suscetibilidade ou resisténcia a toxoplasmose ocular.
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Existem poucos estudos sobre a variabilidade dos alelos HLA em casos
de toxoplasmose ocular. Ohno e colaboradores®® realizaram a sorotipagem
dos antigenos HLA-A e-B, por meio do método de linfotoxicidade, em 20
pacientes portadores de retinocoroidite toxoplasmica e 72 controles saudaveis,
para verificar se 0s pacientes possuiam perfis imunogenéticos diferentes dos
controles. Entretanto os resultados n&do diferiram estatisticamente, né&o
demonstrando associacdes entre retinocoroidite toxoplasmica e antigenos HLA.
Meenken e colaboradores“” investigaram os antigenos HLA-A, HLA-B, HLA-C
e HLA-D em paciente com toxoplasmose congénita e com a forma ocular da
doenca (n=52), suas maes (n=47) e controles saudaveis (n=2495). Este ultimo
estudo ndo encontrou relacbes com estes antigenos no grupo de maes, mas
verificou que elas ndo apresentavam o antigeno HLA-B51. Entretanto, seus
autores observaram em pacientes com comprometimento ocular grave
frequéncia elevada do antigeno HLA-Bw62.

Demarco e colaboradores®” analisaram a frequéncia dos marcadores
HLA associados com a rapida progressao da AIDS em pacientes brasileiros
possuindo ou néo retinocoroidite por toxoplasmose. Com base na associacao
com o HLA-B35, estes autores sugeriram que este alelo confere maior
predisposicdo a progressao para a AIDS e simultaneamente ao
desenvolvimento da retinocoroidite por toxoplasmose. Ayo e colaboradores®
verificaram que o polimorfismo do gene MICA e alelos HLA-B e HLA-C nao
estdo associados ao desenvolvimento da forma ocular da toxoplasmose.

Tomados em conjunto, os dados apresentados por Ohno e

(46) “) Demarco e colaboradores®?”,

colaboradores*™, Meenken e colaboradores
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Ayo e colaboradores®? e aqueles observados neste estudo, sugerem que 0s
alelos HLA analisados n&o influenciam a predisposicdo ou resisténcia a
toxoplasmose ocular.

Em 2005 Habegger de Sorrentino e colaboradores®®, estudaram 220
individuos, sendo 112 individuos saudaveis e HIV-negativos e 108 pacientes
infectados por HIV (dos quais 18 possuiam encefalite por toxoplasmose, 49
sem encefalite e 41 assintomaticos). A genotipagem HLA-DR e -DQ foi
realizada por meio de técnicas de biologia molecular. O alelo HLA-DQB1*04:02
(OR=20.43) e o0 alelo DRB1*08 (OR=11) foram associados ao maior risco de
desenvolver neurotoxoplasmose. Estes dados n&o foram suportados por
agueles observados no presente estudo. Salienta-se que Habegger de
Sorrentino e colaboradores®® analisaram outra forma de manifestacédo clinica
da toxoplasmose, a neurotoxoplasmose. Portanto, é possivel que a influéncia
dos alelos HLA de classe Il nas doencas causadas por T. gondii seja especifica
para o tipo de forma clinica.

Shimokawa e colaboradores® investigaram os genétipos HLA-DQA1 e
HLA-DQB1 como fatores associados a patogénese da toxoplasmose
congénita. A elevada frequéncia dos alelos HLA-DQA1*01:03 e -*03:02, assim
como do alelo HLA-DQB1*05:04 nos recém-nascidos infectados, sugeriu uma
possivel suscetibilidade ao desenvolvimento da toxoplasmose congénita.
Contudo, esta diferenca ndo permaneceu estatisticamente significativa apés a
correcdo para multiplas comparacdes. De forma semelhante, este estudo
também verificou que algumas das associacbfes observadas ndo foram

mantidas apos a correcao de Bonferroni.
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O haplétipo HLA-DRB1*03_DQB1*02 sugeriu uma possivel tendéncia ao
menor risco de desenvolvimento da toxoplasmose ocular. A anélise separada
dos alelos deste haplotipo também sugeriu que ambos parecem influenciar na
protecdo ao desenvolvimento a toxoplasmose ocular. Entretanto, verifica-se a
perda da significancia estatistica apds a correcdo de Bonferroni. Contudo, é
possivel que a tendéncia de associacdo do haplétipo e de seus alelos tenha
ocorrido por obra do acaso e os mesmos nao tenham efeito modulador da
resisténcia imune a toxoplasmose ocular.

Os grupos Com e Sem TO e o subgrupo de pacientes com a
manifestacdo primaria, ao contrario do subgrupo de pacientes com a
manifestacdo recorrente, ndo se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg
para o locus HLA-DQB1, apresentando uma elevada taxa de homozigotos. De
acordo com Chen e colaboradores’?, o desvio da proporcéo do equilibrio de
Hardy-Weinberg pode estar relacionado a forcas naturais, como vantagem
seletiva ou recente mistura racial, ou pode refletir ainda dificuldades ou erros
relacionados com a identificacdo dos alelos. Embora tenhamos utilizado uma
metodologia de alta sensibilidade e especificidade na caracterizacdo dos alelos
e genotipos, ndo se pode descartar que outros fatores que influenciam a
toxoplasmose tenham contribuido para o desequilibrio de Hardy-Weinberg
observado em trés dos quatro grupos analisados.

Ponderamos que este estudo foi realizado em uma populacdo de etnia
mista e com o uso de métodos de identificacdo de baixa e média resolucao,
que permitem a identificacdo de apenas alguns alelos especificos e na maioria

das vezes, a identificacéo de grupos alélicos. E importante salientar que, deste
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modo, os individuos com alelos aparentemente iguais em um determinado
locus podem n&o ser verdadeiramente homozigotos devido a metodologia
utilizada.? Portanto, a alta frequéncia de homozigotos pode estar elevada,
resultando em desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Este foi o primeiro estudo que investigou as frequéncias dos alelos HLA-
DRB1 e —-DQB1 no desenvolvimento da toxoplasmose ocular em pacientes
brasileiros. Nossos resultados sdo auténticos e, além disso, constituiu-se de
namero amostral mais elevado que aqueles utilizados nos estudos anteriores.
Contudo, é necessario que novos estudos sejam realizados em populacées

menos miscigenadas para confirmar os dados aqui relatados.
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5. CONCLUSOES

% Os genes HLA de classe Il (DRB1 e DQB1) ndo estdo associados com o
desenvolvimento da toxoplasmose ocular na populagéo analisada;
% Nenhum haplétipo HLA DRB1_DQBL1 influencia o desenvolvimento desta

doenca na populacdo do presente estudo.
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7. ANEXOS

7.1 Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

Autarquia Estadual - Lei n.” 8899 de 27/09/94
(Reconhecida pelo Decreto Federal n.” 74.179 de 14/06/74)

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade
de Medicina de Sdo José do Rio Preto aprovou a extensdo datada de O1 de
dezembro de 2010, referente ao protocolo n° 1980/2009 sob a
responsabilidade de Luiz Carlos de Mattos, com o titulo "Associagdo entre

a toxoplasmose ocular e o perfil de glicaconjugados ABH-Lewis".

Sdo José do Rio Preto)|07 "‘de dezembro de 2010.

——Prof. Dr. \Fernando Batigdlia
Coordenadop do CEP/FAMERP

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - S30 José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3229-1777 - www.famerp.br



7.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

q.
@ FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
{Conselho Nacional de Salde - Resolugéo CNS 196/96)

Vocé esté sendo convidada a participar de uma pesquisa denominada Sistemas histo-sanguineos
como fatores de risco para a toxoplasmose ocular. O Toxoplasma gondii é o parasita que causa a
toxoplasmose e essa doenga pode ser transmitida aos seres humanos pelo gato e outros animais. Ela
representa uma das principais doengas infecciosas encontradas em pessoas com danos visuais do tipe
corioretinite.

Essa pesquisa tem como objetivos identificar os tipos sangiiineos ABO, Secretor, Lewis e Duffy
para determinar se essas caracterislicas genéticas favorecem ou n&o a infecgac pelo Toxoplasma
gondii. Os resultados dessa pesquisa poderdo ajudar na compreensao des fatores genéticos que
influenciam a Infecgdo pele 7. gondii e poderdo beneficiar vocé e muitas outras pessoas.

A sua participagéo nessa pesquisa & voluntéria e de extrema importancia e vocé néo perdera os
beneficios do atendimento médico acs quais tem direito, caso decida nio participar ou mesmo se vocé
se retirar dessa pesquisa a qualquer tempo.

Para participar como voluntéria nessa pesquisa sers necessario:

1. Vocé responder um questionario sobre vocé e seus habitos de vida. Todas as informagdes a seu
respeito serdo mantidas em absoluto sigilo

2. Vocé nos autorizar a colher uma amostra de seu sangue para exames da toxoplasmose e para a
identificaggo dos seus tipos sanglineos ABO, Secretor, Lewis e Duffy. A coleta de sangue é
realizada com a introdugdo de uma agulha estéril na veia e de acordo com a sua sensibilidade, vocé
podera sentir uma leve ardéncia no local. O risco da coleta de sangue podera incluir vermelhiddo e
raramente deixa o local de introdugéc da agulha inchado e com manchas roxas. O seu sangue serd
utilizado apenas para andlises cientificas. Vocé deve saber que ndo havera riscos de qualquer tipo
de contaminagdo durante a coleta de seu sangue, pois o0 material utilizado sera individual e néio
contaminado. Esse material & totaimente estéril (seringa, agulha, algodso com alcool) e dnico para
cada pessoa. Apés a coleta de seu sangue, as agulhas, seringas e algoddo utilizados serdo
colocados em saco de lixo e descartados em local seguro. Esses procedimentos serdo realizados
por profissionais com experiéncia.

Vece sera informada (o) de todos os resultados dos exames que sero realizados em seu
sangue e eles seréo mantidos em absoluto sigilo. Se essa pesquisa for encerrada antes do periodo
previsto, vocé também sera informada.

Se vocé tiver qualquer duvida scbre essa pesquisa ou mesmo sobre lesdes relacionadas a
coleta de sangue. entre em contato com o Prof. Dr. Luiz Carlos de Mattos pelo telefone ou pelo
enderego abaixo indicados. Caso vocé tenha qualquer divida sobre seus direitos como sujeito de
pesquisa, vocé também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina ce S&o José do Rio Preto, pelo telefone (17) 3201-5813.

Vecé receberd uma copia deste formulério de consentimento livie e esclarecide assinado e
datado.
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Declaragéo do sujeito da pesquisa

Eu voluntariamente aceito participar da pesquisa “Sistemas histo-sanguineos como fatores de risco
para a toxoplasmose ocular”. Li e compreendi essa declaragac de consentimente livre e esclarecido e
0s riscos descritos. Entendo que posso retirar meu consentimento ou retirar-me dessa pesquisa a
qualquer momento, sem perder nenhum beneficio aos quais tenho direito.

e nnag de
Responsavel pela discussédo do Assinatura do sujeito da pesqguisa
consentimento livre e esclarecide ou seu representante legal

x«@ngf'

|sador responsavel

Enderego para contato:

Laboratéric de Imunocgenética

Deparnamento de Biologia Molecular - Faculdade de Medicina de S J do Rio Preto
Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5418

S&o José do Rio Preto - 15090-000

Fones: (17) 3201-5854 (Faculdade)
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7.3 Ficha de Dados Epidemioldgicos

HOSPITAL
DE BASE

Ficha Epidemiolégica
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g

B Prontudrio: Data da coleta: Cédigo do projeto:
Dados da paciente:
Nome: DN:
Local de nascimento: Idade:
Endereco atual: N2
Cidade: Estado: Telefone:
Vocé contraiu algumas dessas doengas infecto-parasitarias?
PR e ‘ Sim | Nao [ T ] sim | Nao o[ sim [ Nao
Citomegalovirus Mononucleose Leishmaniose
Rubéola Maldria Toxoplasmose
Catapora Herpes Chagas
Dados clinicos: ' Sim | Né&o
Vocé jé recebeu transfusdo de sangue? Tempo?
Vocé ja teve ou tem animal doméstico em casa? Qual?
Vocé tem o habito de andar descalga no solo?
Vocé tem o hébito de tomar leite cru? Qual?
Vocé come carne crua ou mal cozida de qualquer animal? Qual?
Vocé lava os legumes e verduras?
Vocé teve gravidez anterior? Quantas?
Vocé teve filho prematuro? Quando?
Vocé teve algum aborto? Quantos?
Vocé sabe seu tipo sangiiineo e seu fator Rh? Qual?
i A e et dOddos Sbientals R b
Vocé mora em zona: urbana ( ) rural ( )
Qual o tipo de moradia? alvenaria ( ) madeira( ) outro ( )®Pefer
prépria( ) alugada ( ) cedida( ) outro( )*Pener
Tem rede de esgoto? Sim () ndo ( ) Sendoqualotipo? fossa( ) outro ( ) *Pecicar
Vocé bebe dgua: filtrada( ) fervida( ) torneira ( )
Qual o destino do lixo? coleta publica () outro( ) P&
Onde vocé moratem: ratos( ) baratas ( ) moscas( )
Qual seu nivel escolaridade?
Qual a renda familiar em saldrios minimos? 1( ) 2( )3 ( ) 4 ( ) acimade4( )

Etnia: Pac.: Pai: Mée:

OBS:



