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Resumo

Fatores de risco para infeccédo por Toxoplasma gondii e desenvolvimento

da retinocoroidite toxoplasmica

Introducdo: Toxoplasma gondii (T. gondii) infecta os seres humanos dentre
outras vias, pelo trato gastrintestinal, local de expressdo dos antigenos ABO
por meio de interacdes epistaticas entre os genes ABO, Secretor e Lewis. A
retinocoroidite toxoplasmica (RT), doenca resultante desta infeccdo, €
considerada a principal causa de uveite posterior. Objetivo: Avaliar os fatores
de risco que contribuem para infeccdo por T. gondii e desenvolvimento da RT.
Materiais e Métodos: Apds obtencdo do termo de consentimento livre e
esclarecido (parecer 050/2009), amostras de sangue periférico e soro de 357
pacientes foram analisadas. Os pacientes foram divididos em dois grupos de
acordo com a presenca (n=82) ou auséncia (n=275) de diagndstico clinico da
RT. As fenotipagens ABO e Lewis foram realizadas por meio dos métodos de
hemaglutinacdo em tubos e colunas de gel, respectivamente.
Imunofluorescéncia indireta (IF1), ELISA e teste de avidez foram utilizados para
definir as classes (IgM e IgG), o titulo e a avidez dos anticorpos IgG anti-T.
gondii. Os gendtipos FUT2 e FUT3 foram identificados por PCR-RFLP e o DNA
do parasito por PCR convencional. Resultados: Das 357 amostras analisadas,
74,8% foram reagentes no ELISA e 25,2% n&o reagentes. Nao foram
encontradas amostras reagentes para IgM. Titulos elevados (= 4.000) foram
observados em 8,1% dos pacientes com RT e em 1% daqueles com outras

doencas oculares (ODO) (p=0,03), enquanto que os indices de avidez elevados
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(=2 60%) foram semelhantes em ambos os grupos (p=0,44). O PCR mostrou-se
positivo em 21/62 (33,9%) com RT e em 1/101 (0,9%) daqueles com ODO,
reagentes para IgG anti-T. gondii (p<0,0001). Contato direto com gato e/ou céo
(p=0.009) e ingestdo de carne crua ou mal cozida (p=0.03) associaram-se a
infec¢do por T. gondii, mas ndo a RT. O fendtipo Le(a-b+) (p=0.03) apresentou
menor risco para infeccdo, enquanto que o fenotipo Le(a+b-) (p=0.08) parece
favorecer o desenvolvimento da RT.

Conclusdes: Os resultados demonstram elevada frequéncia de RT presumivel
em pacientes com doencas oculares. Além disso, revelam que a maioria dos
pacientes com RT apresentam baixos titulos de anticorpos IgG anti-T. gondii,
com alta avidez e que o T. gondii encontra-se no sangue circulante de
aproximadamente um terco dos pacientes independente da presenca de lesdes
oculares resultantes da toxoplasmose. A presenca de caes e/ou gatos bem
como ingestdo de carne crua ou mal cozida eleva os riscos de infeccdo por T.
gondii, mas nao influenciam no desenvolvimento da RT. A elevada expresséo
do antigeno Le® reflete efeito protetor contra a infeccdo pelo T. gondii, assim

como o antigeno Le® parece favorecer o desenvolvimento da RT.

Palavras-chave: Retinocoroidite Toxoplasmica, Afinidade de Anticorpos,

Reacdo em Cadeia da Polimerase, Fatores de Risco.
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Abstract

Risk factors for Toxoplasma gondii infection and development of

toxoplasmic retinochoroiditis

Introduction: Toxoplasma gondii (T. gondii) infects humans among other ways,
from the gastrointestinal tract, site of expression of ABO antigens through
epistatic interactions between ABO, Secretor and Lewis genes. The
toxoplasmic retinochoroiditis (TR) disease resulting from this infection is
considered the main cause of posterior uveitis. Objective: To evaluate the risk
factors that contribute to infection with T. gondii and development of TR.
Materials and Methods: After obtaining informed consent (case 050/2009),
peripheral blood and serum samples from 357 patients were analyzed. Patients
were divided in two groups according to presence (n=82) or absence (n=275) of
clinical diagnosis of TR. ABO and Lewis phenotyping were performed using the
methods of hemagglutination in tubes and gel columns, respectively. Indirect
immunofluorescence (IFI), ELISA and avidity test were used to define titration
and avidity of the anti-T. gondii antibodies. The genotypes FUT2 and FUT3
were identified by PCR-RFLP and the parasite DNA by conventional PCR.
Results: From the overall 357 analyzed samples, 74.8% were ELISA reagents
and 25.2% were non reagent for IgG anti-T. gondii. IgM antibodies were not
found and any samples. High titer (= 4000) were observed in 8.1% of the
patients with TR and 1% of those with other ocular diseases (ODO) (p=0.03),
whereas the values of high avidity (= 60%) were similar between the groups

(p=0.44). The PCR results were positive in 21/62 (33.9%) with TR and 1/101
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(0.9%) among those with ODO and reagents for IgG anti-T. gondii (p<0.0001).
Direct contact with cat and / or dog (p=0.009) and ingestion of raw or
undercooked meat (p=0.03) were associated with infection by T. gondii but not
the TR. The Le(a-b+) phenotype (p=0.03) showed a lower risk for infection,
while the Le(a+b-) phenotype (p=0.08) seems to favor the development of TR.
Conclusions: The results demonstrate high frequency of presumable TR
among patients with ocular diseases. Besides reveal that majority of patients
with TR present low titers of IgG anti-T. gondii, with high avidity and that T.
gondii can be find in the peripheral blood of approximately one third of patients
independent of ocular lesions resulting from toxoplasmosis. The presence of
dogs and cats as well as ingestion of raw or undercooked meat increases the
risk of infection by T. gondii, but does not influence the development of TR. The
high LeP antigen expression reflects protective effect against infection with T.

gondii, as well as the antigen Le® seems to favor the development of TR.

Keywords: Toxoplasmic Retinochoroiditis, Antibody Affinity, Polymerase Chain

Reaction, Risk Factors.
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1. INTRODUCAO

1.1 Toxoplasma gondii

T. gondii € um protozoario parasito intracelular obrigatorio, causador
da toxoplasmose.*® Pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa, ordem
Eucoccidia, familia Sarcocystidae.”” Foi descrito em 1908 por Nicolle e
Manceaux no Instituto Pasteur da Tunisia, que o identificaram no corpo do
roedor norte africano Ctenodactylus gondii,*® e por Alfonso Splendore no
Brasil, ao observar tecidos de coelhos doentes e mortos “naturalmente” em seu
laboratério.®” Em 1909, foi proposto por Nicolle e Manceaux o nome da
espécie como T. gondii.®® S&o conhecidos trés estagios infectantes deste

parasito: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos.®*?

1.2 Toxoplasmose humana

Os primeiros casos desta doenca foram descritos por Janku, (1923)
em Praga o qual observou em um paciente lesbes oculares que foram
relacionadas a infeccdo por T. gondii. Torres, (1927) descreveu um caso
semelhante no Brasil. Wolf, Cowen e Paige (1939), relataram outro caso em
uma crianga com encefalomielite, com caracteristica de transmisséo congénita
relacionada a infeccdo por T. gondii.®” Sabin e Feldman em 1948,
desenvolveram o primeiro método sorolégico para o diagnéstico da infecgéo,
baseado na deteccado de anticorpos anti-T. gondii em animais e humanos. >3

T. gondii apresenta em humanos, alta infectividade e baixa

patogenicidade.*® Na maioria dos casos as pessoas infectadas n&o
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apresentam sintomas, porém a doenca, quando ocorre, pode resultar em
graves danos.*? A severidade da doenca esta relacionada ao tipo da cepa
infectante,"® ntimero de parasitos, rota de infeccéo,® e estado imunolégico
do hospedeiro.*”!® E dada maior importancia para a doenca clinica confinada
a alguns grupos de risco: a adquirida em pacientes imunocompetentes, a
adquirida ou reativada em individuos imunocomprometidos, a forma congénita

e a doenca ocular.®®

1.3 Retinocoroidite toxoplasmica

A RT é mundialmente conhecida como a principal causa de uveites
infecciosas que afetam o pdlo posterior do olho.?” Durante a manifestacéo
ocular ocorre primeiramente 0 acometimento da retina e posteriormente da
cordide, dando origem a uveite posterior (retinocoroidite), a qual pode
frequentemente ser acompanhada por uveite anterior.?Y Lesdes oculares
causadas por T. gondii, sdo caracterizadas por retinocoroidite focal
necrosante,®® com aspecto exsudativo branco amarelado, ocasionalmente
cinza e com limites mal definidos (Figura 1).?%2%

A forma livre do parasito chega ao olho por meio de leucécitos
infectados. Acredita-se que o T. gondii também possa atingir o olho a partir do
nervo o6ptico, apés um foco primario de infeccdo intracraniana.”) O
comprometimento ocular origina-se por meio da deposicdo de detritos
inflamatorios no humor vitreo e quando existe o envolvimento da méacula ou do

nervo 6ptico, o dano pode resultar na perda permanente da vis&o.#*2%
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Em torno do oitavo dia de infeccédo sdo formados os cistos teciduais,
contendo os bradizoitos (Figura 2). Estes podem persistir por toda a vida do
hospedeiro sem induzir resposta imunologica, ou sofrerem rupturas
intermitentes e causarem a recorréncia da infeccdo.®? A recorréncia das
lesbes oculares pode ocorrer nas margens de lesGes anteriores (lesédo ativa-
satélite a uma lesdo cicatricial) (Figura 3),*%® ou o foco em atividade pode ser
ndo satélite a lesdo cicatricial (Figura 4).?Y O carater recidivante da doenca
pode estar associado a ruptura dos cistos, multiplicacdo dos parasitos na
retina, liberagdo do Penetration Enhancing Factor (PEF) e reinfecgéo pelo T.

gondii dentre outros.®?
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Figura 1. Lesdo cicatricial de origem toxoplasmica em paciente atendido no
Servico de Oftalmologia do Hospital de Base de Sédo José do Rio

preto.
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Figura 2. Cisto de Toxoplasma gondii implantado na retina. Adaptada de
Oréfice, 2000.?V
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Figura 3. Lesao ativa satélite (A) a uma leséo cicatricial (B) em | e Il. Adaptada

de Oréfice, 2000.4Y
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\

Figura 4. Lesdo ativa ndo satélite (A) a uma leséo cicatricial (B) em | e IlI.

Adaptada de Oréfice, 2000.%V
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Quando a infeccdo é congénita a RT pode ser subdividida nas
formas neonatal (quando a lesdo esta presente ao nascimento) ou de
manifestacéo tardia (que pode ocorrer em qualquer época da vida, mas com
prevaléncia na segunda ou terceira décadas de vida).*?® A forma de infeccéo
adquirida subdivide-se em concomitante, quando a doenca ocular ocorre junto
a sistémica, e tardia, quando ocorre um intervalo de tempo entre a doenca
sistémica e a ocular.®Y) Como a aquisicdo da infeccéo congénita por T. gondii é
menor que a poés-natal, a maioria dos casos de RT diagnosticada pelos
oftalmologistas parece resultar de infeccdes adquiridas apés o nascimento.?”

A apresentacao clinica da RT varia de acordo com a faixa etaria. As
criancas geralmente apresentam reducdo da acuidade visual, estrabismo,
nistagmo e leucocoria, enquanto os adolescentes e adultos tém como queixa o
embacamento da visdo, baixa acuidade visual e miiodopsias (moscas
volantes). Quando ocorre agravamento maior, adolescentes e adultos podem
apresentar ainda fotofobia, dor e hiperemia. Junto a manifestacdo ocular, uma
variedade de complica¢gOes tem sido descritas incluindo opacificacdo do corpo
vitreo, catarata, descolamento de retina, glaucoma e atrofia dptica dentre
outras.®

A prevaléncia da RT difere em diversas partes do mundo. Acredita-
se que o risco de desenvolvimento da doenca varie de 18 a 100.000 individuos
no Reino Unido, até 382 a 100.000 individuos no oeste da Africa.?® Além
disso, estima-se que o risco de desenvolvimento de RT entre individuos que

contrairam infeccdo congénita seja de 20% até os seis anos de idade.®”
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Dados levantados na regido sul do Brasil demonstram que a maioria
dos casos de RT sao originados de toxoplasmose adquirida apdés o
nascimento.®® Um estudo realizado no Rio Grande do Sul encontrou
prevaléncia de RT igual a 21,3 % em pessoas maiores de treze anos de idade
e concluiu que a doenca é consequéncia de infeccdo poés-natal.®® A
prevaléncia da RT é bastante elevada em adolescentes e adultos oriundos de
diferentes regifes do pais, variando de 2% na regido sudeste a 25% na regiao
sul.®%*3 No Estado de Pernambuco, foi observado que 56,2% dos casos de

uveite posterior eram devidas a presenca do T. gondii.®¥

1.4 Imunidade do hospedeiro

O sistema imunoldgico humano atua na defesa do organismo contra
a infeccdo por T. gondii valendo-se das respostas imunes celular e
humoral.®°3*® A resposta imune inata inicial desencadeia a resposta imune
adaptativa celular a qual é caracterizada pela producéo de citocinas expressas
pelos linfocitos CD4 (Thl) e CD8.%"3® Na fase inicial da infeccdo ocorre a
atuacdo da imunidade inata (resposta ndo especifica), a qual estimula os
macrofagos, células dendriticas e neutréfilos a produzir Interleucina 12 (IL-12) e
Interferon-Gama (IFN-y). O IFN-y e o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)
atuam na privacao de nutrientes por meio da producéo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio inibindo a proliferacdo do parasito.®® Apés a reducéo

progressiva da replicacdo do taquizoito, 0 mesmo se diferencia em bradizoito
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dentro de cistos teciduais para se proteger da resposta imune adaptativa do
hospedeiro.“%

A imunidade humoral colabora no controle da infeccéo por T. gondii,
por meio da acdo das imunoglobulinas (anticorpos das classes IgM, 1gG, IgA e
IgE). Os anticorpos da classe IgM sd@o 0s primeiros a serem expressos,
seguidos por anticorpos IgG que persistem por toda a vida do hospedeiro. Os
anticorpos IgM ndo atingem niveis plasmaticos elevados e tendem a declinar
de modo rapido, em poucos meses. Os anticorpos IgA também sdo produzidos
nas fases iniciais da infeccdo, mas ndo sao detectados durante a fase cronica.
Portanto, sdo considerados bons marcadores de infeccéo aguda.“?

A resposta imune mediada por anticorpos IgE € de curta duracéo e
por isso a presenca destes anticorpos pode ser considerada como um
indicador adicional de infeccdo recente. Todavia, em alguns casos pode-se
constatar persisténcia de IgE por até onze meses.“? Contudo, o aumento
desta classe de anticorpos ndo tem a mesma importancia clinica daqueles das
classes IgM e IgG para a caracterizagdo da infeccdo aguda e cronica,
respectivamente.?)

O olho humano é conhecido por seu privilégio imune devido ao fato
do microambiente intraocular alterar a inducdo e a expressao da imunidade a
antigenos derivados do olho.“***® A regulacdo da resposta imune ocular é de
grande importancia na eliminacdo da inflamacéo para a preservacao da visao.
Porém, ao mesmo tempo em que confere protecéo ocular, este processo torna
os olhos vulneraveis aos microrganismos uma vez que necessitam das células

e moléculas inflamatérias para eliminar micorganismos invasores.“® E possivel
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que o T. gondii tenha encontrado no ambiente intraocular o nicho adequado
para sua proliferagdo devido a este comportamento sui generis da resposta

imune ocular.®”

1.5 Diagnostico de infeccdo por Toxoplasma gondii e da retinocoroidite

toxoplasmica

Devido a presenca de sintomas inespecificos ou mesmo auséncia
deles, o diagnéstico da infeccdo por T. gondii € essencialmente laboratorial.
Inclui métodos diretos que evidenciam o parasito, além dos indiretos, baseados
na deteccéo de anticorpos especificos.“®? O ensaio imunoenzimatico (ELISA)
juntamente com o teste de avidez de anticorpos IgG e a imunofluorescéncia
indireta (IFI) estdo entre os mais utilizados na caracterizacdo da infeccao por
este parasito. No entanto, estes métodos ndo fornecem informacgdes precisas
sobre o estado imune ou a resisténcia do hospedeiro. A presenca dos
anticorpos especificos sugere apenas que o hospedeiro foi infectado, mas nao
indicam, via de regra, em que momento da vida a infeccdo ocorreu.®?

O teste de avidez aplicado ao diagnostico da infeccdo por T. gondii
foi demonstrado pela primeira vez por Hedman e colaboradores (1989). Este
teste avalia a forca com que os anticorpos da classe IgG se ligam aos
antigenos do T. gondii. Foi observado que pacientes com infec¢cdo primaria
apresentavam anticorpos IgG de baixa avidez, enquanto que os pacientes com
infeccdo cronica apresentavam estes anticorpos com alta avidez.®? Embora
S’(53-60)

estas evidéncias tenham sido confirmadas por varios estudo nao
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parecem constituir uma regra absoluta. O estudo de Press e colaboradores
(2005) ndo encontrou relacéo entre o inicio da infeccdo e a baixa avidez de
anticorpos IgG anti-T. gondii.®® Estudos realizados com portadores de RT
sugeriram que a presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii de alta avidez
(maior que 40%) pode estar associada a infeccdes que ocorreram ha pelo
menos cinco meses.®?

A deteccado direta do DNA gendémico do parasito pelo método da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), tem se mostrado valiosa no
diagnéstico da infeccdo por T. gondii. A PCR identifica sequéncias génicas
especificas deste parasito em amostras clinicas tais como sangue, urina,
liquido amniotico, liquido cefalorraquidiano, humor aquoso e humor vitreo,
entre outros."%%®) Este método oferece maior rapidez, sensibilidade e alta
especificidade na determinacéo da infeccdo.®"® E importante ressaltar que o
diagnostico da RT é tipicamente clinico, sendo necesséario a realizacdo do
exame de fundoscopia para verificar a presenca de lesdes exsudativas e/ou
cicatrizes retinocoroidianas. Via de regra, os testes laboratoriais sé&o

complementares ao diagnéstico clinico definitivo.®

1.6 Relacdo entre os glicoconjugados ABH-Lewis na infeccdo por
Toxoplasma gondii

Os glicoconjugados ABH-Lewis constituem-se de oligossacarideos
ligados a proteinas e lipideos amplamente expressos nos diferentes tecidos
humanos. A expressao destas moléculas depende de interacOes epistaticas

entre os genes FUT2 (Secretor), FUT3 (Lewis) e ABO os quais codificam as
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glicosiltranserases especificas a-2-L-Fucosiltransferase (FUTII), a-3/4-L-
Fucosiltransferase (FUTIII), a-1,3-N-Acetilgalactosaminiltransferase (GTA) e a-
1,3-N-Galactosiltransferase (GTB), respectivamente. Estas enzimas atuam de
maneira sequencial gerando perfis de glicoconjugados que variam de acordo
com a presenca, a auséncia ou combinacdo dos genes FUT2, FUT3 e ABO.("")
O quadro 1 ilustra a expresséo relativa dos perfis de glicoconjugados ABH-
Lewis resultantes das combinacdes das enzimas FUTII, FUTIII, GTA e GTB.
Alguns estudos avaliaram associacfes entre os glicoconjugados
sintetizados pelas enzimas FUTII, FUTIIl, GTA e GTB e a infeccdo por T.
gondii, pois acredita-se que aquelas moléculas glicosiladas possam atuar como
potenciais receptores para este parasito.?®” Embora os resultados tenham
sido discordantes quanto a presenca ou nao de infeccdo, os diferentes perfis
destes glicoconjugados ainda ndo foram relacionados ao desenvolvimento da

RT.
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Quadro 1. Perfis de glicoconjugados relacionados aos sistemas histo-

sanguineos ABO, Secretor e Lewis de acordo com as glicosiltransferases

expressas.
Glicosiltransferases oP Htypel Le® Le’ A B ALe® BLe® Fendtipos
FUTII+FUTIII+GTA ) *) + ++ ++ bt A Le(a-b+)
FUTII+FUTIII+GTB (+) (+) + ++ ++ e+t B Le(a-b+)
FUTI+FUTIII+GTA+GTB +) +) + ++ ++ ++ ++++  ++++  AB Le(a-b+)
FUTII+FUTIIN ) *) + bt O Le(a-b+)
FUTII+GTA + ++ e+ A Le(a-b-)
FUTI+GTB + ++ bt B Le(a-b-)
FUTII+GTA+GTB + ++ bt bt AB Le(a-b-)
FUTII + et O Le(a-b-)
FUTIII+GTA + -+ A Le(a+b-)
FUTHI+GTB + -+t B Le(a+b-)
FUTHI+GTA+GTB + -+t AB Le(a+b-)
FUTIN + +++t++ O Le(atb-)
++++++ O Le(a-b-)
OP: Oligossacarideo precursor; FUTIl: a-1,2-L-fucosiltransferase; FUTIIl: a-1,3/4-L-fucosiltransferase; GTA: a-1,3-N-
Acetilgalactosaminiltransferase; GTB: a-1,3-N-Galactosiltransferase; (+): Quantidades variaveis.
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A investigacdo dos diferentes perfis de glicoconjugados ABH-Lewis
na infeccao por T. gondii e no desenvolvimento desta doenca ocular é atraente
diante da demonstracdo experimental de que este parasito se liga a moléculas
de N-Acetilgalactosamina (GalNAc) e Galactose (Gal) por meio de suas
roptrias.®? Além disso, foi verificada a presenca de antigenos dos sistemas
histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis em varios tecidos do olho,®? e
também da molécula de adesdo celular CD15, a qual é estruturalmente
relacionada aos glicoconjugados do sistema Lewis, na retina de vertebrados.®
Os monossacarideos GalNAc e Gal e o CD15 estdo presentes na estrutura
oligossacaridica dos antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e
Lewis expressos no trato gastrintestinal,®¥ um local utilizado como rota de
infeccdo por T. gondii.!) Acreditamos que as moléculas de Fucose (Fuc),
GalNAc e a Gal influenciam a suscetibilidade ou a resisténcia a infec¢ao por T.
gondii. Entretanto, sua influéncia no desenvolvimento da RT ainda nao foi
investigada.

O primeiro estudo que relacionou o sistema histo-sanguineo ABO
como fator de risco para a infeccdo por T. gondii, realizado por Gill (1985) na
Tanzania ndo encontrou associacgéo.”® Outro realizado na Noruega encontrou
associacdo com o grupo sanguineo B,"® sendo confirmado por Salibay e

colaboradores (2008) nas Filipinas."”

Lopez e colaboradores (1993)
encontraram associacao deste sistema em doadores de sangue cubanos do
grupo AB.® Outra associacdo com o grupo AB foi verificada em militares da

Republica Tcheca por Kolbekova e colaboradores (2007).(®
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Estas associacdes foram contestadas por um estudo francés,™ e
dois brasileiros,"® que avaliaram gestantes. O estudo francés, e um dos
brasileiros,®” analisaram apenas os fendtipos do sistema histo-sanguineo
ABO, mas o outro brasileiro,"® incluiu o gene FUT2, o qual controla a
expressdo dos antigenos ABH nas mucosas e nas secrecdes exocrinas e
define os fendtipos Secretor e ndo Secretor."® Mesmo assim, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes nas frequéncias destes
marcadores imunogenéticos entre as gestantes com e sem sorologia reagente
para o T. gondii. Contudo, Nakashima e colaboradores (2010) demonstraram
que o fendtipo Le(a-b-) € um potencial fator de risco para infeccdo por cepas
RH do T. gondii em gestantes brasileiras.”® Os relatos acima apresentados
consideraram apenas a infeccao por T. gondii e ndo a presenca da RT como
sendo uma das doencgas resultantes desta infecgao.

Um recente estudo realizado na populacdo rural do municipio de
Barra Mansa, Estado do Rio de Janeiro, investigou a associacdo entre o
sistema histo-sanguineo ABO e a presenca de toxoplasmose ocular.®® Os
autores nao encontraram evidéncias de associacdo com nenhum dos fenétipos
ABO. Mesmo assim, seus resultados s&o inconclusivos e podem ser
qguestionados, pois os genes FUT2 e FUTS3, responsaveis pela expressao
integrada dos perfis de glicoconjugados ABH-Lewis ndo foram investigados.

Como estes glicoconjugados resultam da acdo integrada das
enzimas FUTII, FUTIII, GTA e GTB, as modificacbes oligossacaridicas
estruturais que favorecem a expressao de diferentes perfis de glicoconjugados

podem influenciar a aderéncia do T. gondii as células. Estas variagbes sempre
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devem ser exploradas nos estudos que objetivam investigar associacdes entre
estes glicoconjugados e doencas. Estas ponderacdes foram consideradas na

etapa de planejamento e execucao deste estudo.

1.7 Objetivo geral

O objetivo do estudo foi avaliar os fatores de risco que contribuem
para infeccdo por Toxoplasma gondii e desenvolvimento da retinocoroidite

toxoplasmica.

1.7.1 Objetivos especificos

%  Selecionar dois grupos de pacientes assim constituidos: Grupo 1 (RT) —
presenca de lesdo exsudativa e/ou cicatriz retinocoroidiana devido a
retinocoroidite toxoplasmica; Grupo 2 (ODO) — outras doencas oculares,

que ndo sejam de origem toxoplasmica;

R/

%  Verificar a presenca de anticorpos anti-T. gondii das classes IgM e IgG
no soro dos pacientes selecionados, como indicadores de infeccao

aguda ou cronica;

K/
L X4

Comparar os indices de titulo e de avidez de anticorpos IgG anti-T.
gondii entre os grupos;
% Obter o DNA genbmico humano a partir do sangue periférico, bem como

verificar a presenca do DNA do parasito;
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Avaliar fatores de risco ambientais que possam estar associados a
infecgao por T. gondii e ao desenvolvimento da RT;

Identificar os fenotipos ABO, Secretor (Secretor, ndo Secretor) e Lewis
[Le(atb-), Le(a-b+), Le(a-b-)] em ambos os grupos;

Determinar os genotipos Secretor (FUT2) e Lewis (FUT3) dos pacientes
fenotipados como Le(a-b-);

Verificar se variacfes qualitativas e quantitativas na expressao dos
antigenos ABH-Lewis estdo associadas a suscetibilidade a infeccao por

T. gondii e ao desenvolvimento da RT.



Cqcuictica e Métodos
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2. CASUISTICA E METODOS
2.1 Aspectos éticos do estudo

O projeto de pesquisa que fundamenta este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Rio Preto-
FAMERP (Parecer 050/2009 de 09/03/09). Cada participante assinou o termo
de consentimento livre e esclarecido apos receber todas as informacdes sobre

0S objetivos e os procedimentos a serem realizados na pesquisa.

2.2 Casuistica

No periodo de Abril de 2009 a fevereiro de 2011 foram selecionados
357 pacientes consecutivos, de ambos o0s sexos atendidos no Ambulatério de
Oftalmologia do Hospital de Base da Fundagdo Faculdade Regional de
Medicina (HB-FUNFARME), Sdo José do Rio Preto, estado de Sdo Paulo,
Brasil, um hospital-escola de nivel terciario, de atendimento pelo sistema
publico de saude. Foram constituidos dois grupos, um com diagnaostico clinico
de RT (n=82) e outro de ODO (n=275), tais como retinopatia diabética Tipo | e
II, descolamento de retina, degeneracdo macular relacionada a idade, catarata,
uveite sem causa definida, transplante de cornea, glaucoma, alteracdo de
macula, lesdo pos operatdria, entre outras doencgas oculares. Os critérios de
exclusdo adotados foram: idade menor que 18 anos, deficiéncia mental,

discrasias sanguineas e uso de anticoagulantes orais.
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2.2.1 Diagnéstico da retinocoroidite toxoplasmica

A avaliacdo clinica ocular dos pacientes foi realizada por dois
profissionais experientes (FBF e GCAJr), por meio do exame de fundoscopia
com o uso de oftalmoscopio binocular indireto (Binocular Ophthalmoscope ID

10, Topcon Corporation).

2.2.2 Coleta de sangue

De cada paciente selecionado foram coletadas por puncdo venosa
duas amostras de sangue periféerico (5 mL), uma com e outra sem
anticoagulante (EDTA). A amostra com EDTA foi utilizada para extracdo do
DNA gendmico e realizacdo das fenotipagens ABO e Lewis e a sem
anticoagulante para obtencdo do soro, o qual foi estocado a -20°C até o
momento do uso para a identificacdo dos anticorpos das classes IgM e IgG

anti-T. gondii.

2.3 Métodos

2.3.1 Identificacdo dos fendtipos eritrocitarios ABO

A identificacdo dos fendtipos eritrocitarios ABO foi realizada pelo
método de hemaglutinacdo em tubos (direta e reversa). Para a fenotipagem
direta foi adicionada uma gota de suspensao de heméacias a 5% (preparada em
solugcdo isotdbnica) a trés tubos devidamente identificados, contendo

respectivamente uma gota dos anti-soros anti-A, anti-B e anti-A,B, cada. A
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fenotipagem reversa ocorreu pela adicdo de uma gota de heméacias padrédo Al
e B a dois tubos devidamente identificados contendo duas gotas do plasma,
cada (Fresenius Kabi, Brasil). Para ambas as fenotipagens os tubos foram
centrifugados a 1.500 rpm por cerca de 1 minuto. Os resultados foram
anotados em graus de aglutinacéo (0, 1+, 2+, 3+ e 4+) e em todos 0s casos as
fenotipagens direta e reversa foram absolutamente complementares e
concordantes (figura 5). Assim foram identificados os fendtipos A, B, AB e O

segundo o protocolo de Mattos e colaboradores (2001).®

2.3.2 Identificacdo dos fendtipos eritrocitarios Lewis

A identificacdo dos fendtipos eritrocitarios Lewis foi realizada pelo
método de hemaglutinacdo em colunas de gel centrifugacdo contendo
separadamente os anticorpos anti-Le? e anti-Le” (DiaMed, Brasil). Para cada
amostra foi preparada uma suspensdo de hemécias a 3% em meio isotdnico
fornecido pelo fabricante. Um volume igual a 12 pyl de cada suspenséo foi
adicionado as colunas de gel e centrifugados por 15 minutos a 1.000 rpm. Os
resultados foram anotados em graus de aglutinacdo (0, 1+, 2+, 3+ e 4+),
identificando-se assim os fendtipos Le(a+b-), Le(a-b+) e Le(a-b-) (figura 6).

Este protocolo foi validado por Cintra e colaboradores (2008).®"
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2.3.3 ldentificacdo dos fendétipos Secretor e ndo Secretor inferidos da

fenotipagem Lewis

A identificacdo dos fenotipos Secretor e ndo Secretor foi inicialmente
inferida a partir das fenotipagens eritrocitarias Lewis. Os individuos Le(a-b+)
foram considerados “Secretores” e os Le(a+b-), “ndo Secretores”.!"" Naqueles
com o fenotipo Le(a-b-), a identificacdo do fenotipo Secretor ou ndo Secretor foi
realizada por meio da identificacdo da mutacdo G428A do gene FUT2 por
PCR-RFLP. Como estes individuos ndo possuem a enzima FUTIIl funcional
devido a muta¢cBes que inativam o gene FUT3, ndo expressam 0s antigenos

Le* e Le”.
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Figura 5. llustracdo da fenotipagem eritrocitaria ABO pelo método em tubos. 1,
2 e 3 representam a fenotipagem direta; 4 e 5 fenotipagem Rh e 6, 7

e 8, fenotipagem reversa.

Figura 6. llustracdo da fenotipagem eritrocitaria Lewis pelo método gel
centrifugacdo. Em (A), a identificacdo do antigeno Le®* e em (B), do

antigeno Le".
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2.3.4 Identificagdo de anticorpos da classe IgG anti-T. gondii

A determinacgédo da presencga ou nao de anticorpos anti-T. gondii da
classe IgG foi realizada pelo método ELISA de acordo com o protocolo de

Meira e colaboradores (2008).®

2.3.5 Determinacéao dos valores de avidez

O teste de avidez foi realizado em todas as amostras que se
mostraram reagentes para anticorpos IgG anti-T. gondii, com uso do método
ELISA conforme protocolo de Korhonen e colaboradores e Colombo e

colaboradores. %0

2.3.6 Determinacdo dos titulos de anticorpos das classes IgM e IgG anti-

Toxoplasma gondii

A determinacdo do titulo de anticorpos anti-T. gondii da classe IgM e
IgG foi realizada pelo método IFI de acordo com o protocolo de Vidal e

colaboradores (2004).°Y

2.3.7 Extracdo do DNA gen6mico de Toxoplasma gondii

O DNA foi extraido de amostras de sangue venoso, utilizando o kit

comercial para extracdo por coluna de silica (Qiamp DNA blood mini Kit,

Qiagen), de acordo com o protocolo de Mesquita e Colaboradores (2010).°? As
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amostras de sangue foram centrifugadas e lavadas com PBS a 2,500g por 10
minutos, o sobrenadante contendo o plasma foi descartado. Em seguida, para
lise das hemacias, estas foram misturados com trés vezes o seu volume do
tampéo contendo: 150 mM clorato de amoénio, 1 mM bicarbonato de potassio,
0.1 mM EDTA, pH 7.3, incubado por 15 minutos a temperatura ambiente sob
agitacdo suave e centrifugado por 10 min a 3,000g. O pellet de sangue,
contendo apenas as ceélulas nucleadas foi digerido com proteinase K (20
ug/mL) em 50 mM Tris-HCI, 25 mM EDTA, pH 8.0, 2% dodecil sulfato de sodio
e incubado por 30 min a 56°C. O pellet de DNA foi dissolvido em agua
ultrapura. Como controle positivo, foi extraido DNA de pellet de taquizoitos
usando o mesmo kit. A pureza do DNA foi determinado por proporgéo de DO a

260 a 280 nm em um espectrofotometro (NanoDrop ND100-Thermo Scientific).
2.3.8 Extragcdo do DNA gendmico humano

O DNA genbmico foi extraido com o uso de kit comercial para
extracdo por coluna de silica (Qiamp DNA blood mini kit, Qiagen), a partir de
200 pL de sangue total colhido com EDTA.
2.3.9 Avaliacédo da qualidade do DNA genémico humano

Utilizou-se o método de eletroforese em gel de agarose para avaliar

a qualidade das amostras de DNA genémico, com a finalidade de conhecer sua

integridade e o nivel relativo de aparente degradacdo. O gel foi preparado com
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agarose ultra pura na concentracdo de 2% (Invitrogen), dissolvida em tampéao
TBE 1X e corado com brometo de etidio (10mg / mL, Invitrogen). Na primeira
canaleta foram aplicados 2 pl do marcador de 100 pares de bases (pb),
(Invitrogen). Nas demais, aplicou-se 5 ul de DNA gendmico adicionado a 2 pl
de azul de bromofenol. A corrida eletroforética foi realizada em uma cuba
horizontal (Thermo scientific — OWL Easycast™ B2) por quarenta minutos a
100 volts (Major Science — Minis-300). A figura 7 representa o perfil
eletroforético de seis amostras (das 357) avaliadas. Todos os géis preparados

nesta etapa foram fotografados para registro e arquivo do resultado.
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M
100pb 01 02 03 04 05 06

Figura 7. Perfil eletroforético de seis amostras de DNA genémico avaliadas por
eletroforese em gel de agarose a 2%. M indica o marcador de 100

pb; 01 a 06 indicam as amostras de DNA gendmico.
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2.3.10 Selecao dos primers para amplificacdo do gene B1 de Toxoplasma

gondii

O par de primers utilizado na PCR convencional (cnPCR) foi o
B22/B23 (5’AAC GGG CGA GTA GCA CCT GAG GAG A3’ e 55TGG GTC TAC
GTC GAT GGC ATG ACA AC3’), o qual amplificou um fragmento de 115 pb de
uma regido repetitiva especifica do gene alvo B1 (Figura 8A).®® Como controle
interno de amplificacdo de cada reacdo da PCR foram utilizados os primers
B1/82,? que amplificaram um fragmento de 140 pb do gene humano B-globina

(Figura 8B).

2.3.11 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A cnPCR foi realizada em um termociclador LongGene, as amostras
de DNA e controles (5 ul) e 25 pM de cada primer foi adicionado em um kit da
Promega (Go Taq Green Master Mix). O mix para a PCR (12,5 pl) foi composto
de 1 UN da Tag DNA polimerase, 10 mM Tris-HCI, pH 8.5; 50 mM KCI; 1,5 mM
MgCl, e 200 mM de cada dNTP. Para cada amostra de DNA foi realizada uma
reagdo de amplificagdo génica com volume final de 25 pl. A execugdo da
amplificacdo conteve dois controles negativos (um realizado com &agua
ultrapura e o outro com uma amostra de DNA negativa para toxoplasmose) e
um controle positivo (uma amostra de DNA extraida da cepa RH). As condi¢des
de amplificacdo foram: 95°C 5 min, 35 ciclos de 95°C 1 min, 62°C 1 min e 72°C

1 min. O procedimento foi completado por um ciclo final de extenséao por 5 min.
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O fragmento amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose a
2%, corado com brometo de etidio e visualizado por meio de iluminacdo UV. As
imagens foram analisadas por um sistema de fotodocumentacdo Mini Bis Gel
(BioSystematica). O tamanho dos fragmentos foi baseado por meio da

comparacao de um marcador (ladder) 100 pb.
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100pb 01

140pb

--J-->»115pb

Figura 8. Fragmento de 115 pb do gene Bl do Toxoplasma gondii (A) e
fragmento de 140 pb do gene p-globina (B), avaliados por

eletroforese em gel de agarose a 2%. M indica o marcador de 100

pb; 01 indica a amostra amplificada. Adaptada de Mesquita et al.
2010.6?
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2.3.12 Identificacdo dos genotipos da substituicdo G428A do gene FUT2

A identificagdo da substituicdo G428A do gene FUT2 foi realizada
com o uso do método de PCR-RFLP, de acordo com adaptacfes do protocolo
de Svensson e colaboradores (2000).%

Para cada amostra de DNA gendmico foi realizada uma reacéao de
amplificacdo génica com volume final de 25 pl, nas seguintes condicdes:
17,0 pL de agua MilliQ, 2,5 pL de 10X PCR Buffer minus Mg*™* (200 mM TRIS-
HCL, 500 mM KCI, Invitrogen), 1,5 pL de MgCl, (50 mM MgCl,, Invitrogen),
1,0 uL de dNTP (100 mM de cada dNTP [dATP, dTTP, dCTP, dGTP],
Invitrogen), 0,4 pL de primer FUT2-G428A-9802s Sense (20 pM; 5 - GCC TTT
CTC CTT TCC CAT GGC CCA C - 3'), 0,4 uL de primer FUT2-G428A-9803as
Anti-sense (20 pM; 5 - TCA AAG GAC GGG CCA GCA TTA GTG C - 3)
(Integrated DNA Technologies) 0,2 pL de Taq DNA polimerase (5U/ul,
Invitrogen) e 2,0 uL de DNA gendmico (100 a 125 ng). Como controle interno
de contaminacao, foi realizado para cada mix, um tubo de reacdo sem adicao
de DNA gendmico (branco). As condicdes de amplificacdo foram 94°C 2
minutos, 5 ciclos de 94°C 30 segundos, 68°C 30 segundos e 72°C 30
segundos e 25 ciclos de 94°C 30 segundos, 64°C 30 segundos e 72°C 45
segundos, permanecendo em 4°C infinito. O fragmento amplificado contendo
1033 pb foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com
brometo de etidio (Figura 9).

Uma aliquota de 15,0 pl do produto de PCR foi digerida a 37°C com

2,5 ul de agua Millig, 2,0 ul de tampédo da enzima (10x Fast Digest Green
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Buffer— Fermentas) e 0,5 ul de Fast Digest Ava Il (Fermentas) por 30 minutos.
Os fragmentos foram observados em gel de agarose (Invitrogen) a 1,2%
corado com brometo de etideo, a corrida eletroforética foi por 2 horas a 90
volts. O produto de PCR referente ao genédtipo GG foi clivado em quatro
fragmentos: 459, 295, 149 e 130 pb, o gendtipo GA foi clivado em cinco
fragmentos: 459, 425, 295, 149 e 130 pb e o gendtipo AA foi clivado em trés
fragmentos: 459, 425 e 149 pb. A figura 10 ilustra o perfil eletroforético do
fragmento de 1033 pb do exon 2 do gene FUT2 apdés digestdo com a enzima

Ava ll.



Fatoree de ricco para retinocoroidite toxopldemica

100pb 01 02 03 04 05 06

_|_>1033 pb

Figura 9. Fragmento de 1033 pb do gene FUT2, amplificado por reacdo em
cadeia da polimerase e avaliado por eletroforese em gel de agarose
a 2%. M indica o marcador de 100 pb; 01 a 06 indicam as amostras

amplificadas.
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459 pb

425 pb

205 pb

149 pb

130 pb

Figura 10. Perfil eletroforético do fragmento de 1033 pb da mutacdo G428A do
gene FUT2, clivado com a enzima de restricdo Ava Il e avaliado por
eletroforese em gel de agarose a 1,2%. M indica o marcador de 100
pb; as amostras 01, 02 e 06 sdo do genétipo GA, as amostras 03 e
05 séo do gendtipo AA e a amostra 04 do gendtipo GG. Adaptada de
Mattos et al. 2008.®
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2.3.13 Ildentificacdo da substituicdo T202C do gene FUT3 dos pacientes

portadores do fendétipo Le(a-b-)

A identificacdo dos alelos TT, TC ou CC é realizada para investigar a
substituicdo T202C do gene FUT3 e foi conduzida com o uso do método de
PCR-RFLP, de acordo com alteracdes no protocolo de Orntoft e colaboradores
(1996).®

Para cada amostra de DNA gendmico foi realizada uma reacédo de
amplificacdo génica com volume final de 25 ul, nas seguintes condicdes:
17,0 pL de agua MilliQ, 2,5 pL de 10X PCR Buffer minus Mg*™* (200 mM TRIS-
HCL, 500 mM KCI, Invitrogen), 1,5 pL de MgCl, (50 mM MgCl,, Invitrogen),
1,0 uL de dNTP (100 mM de cada dNTP [dATP, dTTP, dCTP, dGTP],
Invitrogen), 0,4 pL de primer FUT3-T202C-VE2mms Sense (25 pM; 5’ - CCC
GCC CCACCCTCC TGATCC TGG TA - 3’), 0,4 pL de primer FUT3-T202C-
VE3as Anti-sense (25 pM; 5’ - CGT AGG GCC TGA AGA TGT CGG AGT C -
3’) (Integrated DNA Technologies), 0,2 pL de Taq DNA polimerase (5U/pl,
Invitrogen) e 2,0 pL de DNA gendmico (100 a 125 ng). Como controle interno
de contaminacao, foi realizado para cada mix, um tubo de reacdo sem adicao
de DNA gendmico (branco). As condicdes de amplificacdo foram 94°C 1
minuto, 30 ciclos de 94°C 30 segundos, 63°C 30 segundos e 72°C 30
segundos e 1 ciclo de 72°C 1 minuto, permanecendo em 4°C infinito. O
fragmento amplificado contendo 332 pb foi analisado por eletroforese em gel de

agarose a 2%, corado com brometo de etidio (Figura 11).



Fatoree de ricco para retinocoroidite toxopldemica

Uma aliquota de 15,0 pl do produto de PCR foi incubada a 37°C com
2,5 ul de agua Millig, 2,0 ul de tampédo da enzima (10x Fast Digest Green
Buffer-Fermentas) e 0,5 ul de Fast Digest Rsa | (Fermentas) por 40 minutos.
Os fragmentos foram observados em gel de agarose a 2% corado com brometo
de etideo, a corrida eletroforética foi por 40 minutos a 90 volts. O produto de
PCR referente ao genétipo TT foi clivado em dois fragmentos: um de 209 e o
outro de 123 pb, o gendtipo TC foi clivado em trés fragmentos: 209, 123 e 100
pb e o gendtipo CC foi clivado em dois fragmentos: um de 209 e outro de 100
pb. A figura 12 ilustra o perfil eletroforético do fragmento de 332 pb do exon 2

do gene FUT3 ap6s digestdo com a enzima Rsa |.
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332pb

Figura 11. Fragmento de 332 pb do gene FUT3, amplificado por reagcdo em
cadeia da polimerase e avaliado por eletroforese em gel de agarose
a 2%. M indica o marcador de 100 pb; 01 a 03 indicam as amostras

amplificadas.
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Figura 12. Perfil eletroforético do fragmento de 332 pb da mutacdo T202C do
gene FUT3, clivado com a enzima de restricdo Rsa I, avaliado por
eletroforese em gel de agarose a 2%. M indica o marcador de 100
pb; a amostra 01 apresenta o genoétipo TT, a amostra 02 apresenta o

gendtipo TC e a amostra 03 o genétipo CC.
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2.3.14 Identificacdo da substituicdo C314T do gene FUT3 dos pacientes

portadores do fendétipo Le(a-b-)

A identificacdo dos alelos CC, CT ou TT € realizada para investigar a
substituicdo C314T do gene FUT3 e foi conduzida com o uso do método de
PCR-RFLP, de acordo com alteracdes no protocolo de Orntoft e colaboradores
(1996).®

Para cada amostra de DNA gendmico foi realizada uma reacéo de
amplificacdo génica com volume final de 25 pl, nas seguintes condicdes:
17,0 pL de agua MilliQ, 2,5 pL de 10X PCR Buffer minus Mg*™* (200 mM TRIS-
HCL, 500 mM KCI, Invitrogen), 1,5 pL de MgCl, (50 mM MgCl,, Invitrogen),
1,0 uL de dNTP (100 mM de cada dNTP [dATP, dTTP, dCTP, dGTP],
Invitrogen), 0,4 pL de primer FUT3-C314T-EL3s Sense (25 pM; 5 — AGT GGG
TCC TCC CCG ACA GGA CAC CAC TCC - 3), 0,4 pL de primer FUT3-C314T-
VE4as Anti-sense (25 pM; 8 — GTT GGA CAT GAT ATC CCA GTG GTG CAC
GAT - 3’), (Integrated DNA Technologies) 0,2 pL de Tag DNA polimerase
(5U/ul, Invitrogen) e 2,0 uL de DNA gendmico (100 a 125 ng). Como controle
interno de contaminacéo, foi realizado para cada mix, um tubo de reacdo sem
adicao de DNA gendmico (branco). As condi¢des de amplificagéo foram 94°C 1
minuto, 30 ciclos de 94°C 30 segundos, 63°C 30 segundos e 72°C 30
segundos e 1 ciclo de 72°C 1 minuto, permanecendo em 4°C infinito. O
fragmento amplificado contendo 203 pb foi analisado por eletroforese em gel de

agarose a 2%, corado com brometo de etidio (Figura 13).
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Uma aliquota de 15,0 pl do produto de PCR foi incubada a 37°C
com 2,5 ul de agua Millig, 2,0 ul de tampéo da enzima (10x Fast Digest Green-
Fermentas) e 0,5 ul de Fast Digest Nla Il (Fermentas) por 40 minutos. Os
fragmentos foram observados em gel de agarose (Invitrogen) a 2% corado com
brometo de etideo, a corrida eletroforética foi por 1 hora a 90 volts. O produto
de PCR referente ao alelo CC foi clivado em dois fragmentos: um de 139 e o
outro de 65 pb, o alelo CT foi clivado em trés fragmentos: 139, 105 e 65 pb e o
alelo TT foi clivado em dois fragmentos: um de 105 e o outro de 65 pb. A figura
14 ilustra o perfil eletroforético do fragmento de 203 pb do exon 2 do gene

FUT3 apos digestdo com a enzima Nla Ill.
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-3 203 pb

Figura 13. Fragmento de 203 pb do gene FUT3, amplificado por reacdo em
cadeia da polimerase e avaliado por eletroforese em gel de agarose
a 2%. M indica o marcador de 100 pb; 01 a 03 indicam as amostras

amplificadas.
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Figura 14. Perfil eletroforético do fragmento de 203 pb da mutacdo C314T do
gene FUTS3, clivado com a enzima de restricdo Nla Ill, avaliado por
eletroforese em gel de agarose a 2%. M indica o marcador de 100
pb; a amostra 01 apresenta o genétipo CC, a amostra 02 apresenta

0 gendtipo CT e a amostra 03 o gendtipo TT.
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2.3.15 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados com o uso do software Grahpad,
versao 3.1. O teste exato de Fisher, Odds Ratio (OR) e o Qui-quadrado foram
utilizados para comparar a independéncia entre as propor¢cdes. Os valores
meédios de idade foram comparados com o uso do teste t. Foram consideradas
diferencas estatisticamente significantes quando o valor de p<0.05 e intervalo

de confianca a 95%.
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Resumo

A manifestacdo da retinocoroidite toxoplasmica (RT) depende de diferentes
fatores. O objetivo do estudo foi avaliar os fatores de risco que contribuem para
a infeccado por Toxoplasma gondii e para o desenvolvimento da RT. Foram
selecionados 349 pacientes atendidos no Ambulatério de Oftalmologia da
FUNFARME, Sao José do Rio Preto, SP, Brasil. O método ELISA foi utilizado
para determinar a presenca ou auséncia de anticorpos IgG anti-T. gondii e o
exame de fundoscopia para confirmar o diagndstico da RT. Oitenta e nove
pacientes (25,5%) mostraram-se ndo reagentes e 74,5% (n=260), reagentes,
sendo 71 (27,3%) com RT e 189 (72,7%) com outras doencas oculares (ODO).
A presenca de gatos ou cédes (p=0,009; OR: 2.22; IC: 1.24-3.98), ingestao de
carne crua ou mal cozida (p=0,03; OR: 1.77; IC: 1.05-2.98) e habito de andar
descalco (p=0,06; OR: 1.69; IC: 0.98-2.92) foram associados a infeccdo mas
nao ao desenvolvimento da RT. Por outro lado menor idade (RT: 51,0+19,9 x
ODO: 61,2+13,8; p<0.0001) e baixo nivel de escolaridade/analbafetismo
(p=0.02) foram associados a RT. Os resultados deste estudo confirmam que a
presenca de cées e gatos bem como ingestao de carne crua elevam os riscos

de infeccdo, mas nao influenciam o desenvolvimento da RT.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Toxoplasmose, Retinocoroidite

toxoplasmica, Anticorpos IgG, ELISA, Fatores de risco.
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Introducéao

A toxoplasmose, doencga resultante da infecgéo pelo protozoario Toxoplasma
gondii (T. gondii) pode ser de origem congénita ou adquirida.* O T. gondii é um
parasito versatil e a prevaléncia da infeccao varia entre diferentes paises, entre
as areas geograficas de um pais e entre grupos étnicos que vivem em uma
mesma regi&o.? No Brasil, o indice de infecc&o varia de 50 a 83% da
populacéo, de acordo com o local estudado,®incluindo a regido noroeste do
Estado de Sdo Paulo” e a alta prevaléncia esta correlacionada com fatores de

risco ambientais e parAmetros socioecondmicos.’

Diversas séo as rotas de transmissdo desse parasito, sendo que grande parte
das infeccdes adquiridas esta direcionada a ingestéo de cistos teciduais
contidos em carne crua ou mal cozida e a ingestao de oocistos esporulados

livres no ambiente.®

A manifestacéo da infeccdo por T. gondii € frequentemente subclinica, ou seja,
apresenta-se assintomatica ou com sintomas inespecificos.’ Dentre as
manifestacdes da toxoplasmose a RT é comum entre ambas a infeccéo
congénita e adquirida,® sendo a principal causa de uveite posterior que pode
provocar sequelas graves como a perda completa da visdo.® A prevaléncia da
RT varia nas diferentes regiées do mundo e no Brasil acomete

aproximadamente 30% dos pacientes com doencas ocualres.***
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Estudos investigaram fatores de risco e a presenca da toxoplasmose

congénita’?*?

, entretanto, sdo escassos estudos que avaliaram esses fatores
na ocorréncia, gravidade e recorréncia da RT. O objetivo deste estudo foi
avaliar os fatores de risco que contribuem para a infecgéo por T. gondii e

desenvolvimento da RT.

Materiais e métodos

Selecdo da casuistica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Séo José do Rio Preto-FAMERP (Parecer 050/2009 de 09/03/09).
No periodo de Abril de 2009 e outubro de 2010 foram selecionados 349
pacientes consecutivos, de ambos os sexos atendidos no Ambulatério de
Oftalmologia do Hospital de Base da Fundacgéo Faculdade Regional de
Medicina (HB-FUNFARME), Sdo José do Rio Preto, Estado de S&o Paulo,
Brasil. Cada participante assinou o termo de consentimento livre e esclarecido
apos receber todas as informacdes sobre os objetivos e os procedimentos a

serem realizados na pesquisa.

Dados epidemioldgicos
Uma ficha de dados epidemiologicos relacionados a infecgéo pelo T. gondii e a
RT foi preenchida. Foram anotados idade, endereco residencial, zona em que

mora (urbana ou rural), tipo de moradia, saneamento basico (coleta publica de
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93 lixo e rede de esgoto), presenca de rato, barata ou mosca em casa, consumo
94 de carne crua ou mal cozida e agua filtrada, ingestédo de leite cru, ter contato
95 direto com gato ou cao, habito de andar descalco, transfusdo de sangue, outras
96 doencas infecto-parasitarias (co-infeccao por citomegalovirus, rubéola,
97 catapora, mononucleose, malaria, herpes, leishmaniose e chagas).
98
99
100 Diagnostico da RT
101 A avaliacdo clinica ocular dos pacientes foi realizada por dois profissionais
102  experientes (FBF e GCAJr), por meio do exame de fundoscopia com o uso de
103  oftalmoscopio binocular indireto (Binocular Ophthalmoscope ID 10, Topcon
104  Corporation).
105
106
107 Coleta de sangue
108 Para obtencédo do soro, de cada paciente foi coletada por puncéo venosa, uma
109 amostra de sangue periférico sem anticoagulante (BD), estocado a -20°C até o
110 momento de seu uso.
111
112
113 Identificac&o de anticorpos da classe IgG anti-T. gondii
114 A determinacéo da presenca ou nao de anticorpos anti-T. gondii da classe 1gG
115 foi realizada pelo método imunoenzimatico (ELISA) conforme descrito em

116  Brand&o de Mattos e colaboradores (2011).*
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117  Analise estatistica

118 Os resultados foram analisados com o uso do software Grahpad, verséao 3.1. O
119 teste exato de Fisher, Odds Ratio (OR) e o Qui-quadrado foram utilizados para
120 comparar a independéncia entre as proporcdes. Os valores meédios de idade
121  foram comparados com o uso do teste t. Foram consideradas diferencas

122  estatisticamente significantes quando o p<0.05 e intervalo de confianga a 95%.
123

124

125 Resultados

126 Do total de 349 pacientes de ambos os sexos, a média de idade foi igual a

127  58,2+15,7, 53,6% (n=187) do sexo masculino e 46,4% (n=162), feminino;

128  98,0% (n=342) eram residentes no Estado de S&o Paulo, sendo que 15,5%
129  (n=53) do municipio de Séo José do Rio Preto e 84,5% (n=289) das cidades
130 vizinhas. Quatro pacientes (1,1%) residiam no Estado de Minas Gerais e 0,9%
131  (n=3) eram do Estado do Mato Grosso do Sul. Ainda com base nos dados

132  levantados, 73,4% (n=256) possuem casa prépria e apenas 0,3% (n=1) reside
133 em casa de madeira. Em algum momento da vida 14,6% relataram terem tido
134  toxoplasmose; 0,3% citomegalovirus; 18,6% rubéola; 69,3% catapora; 6,3%
135 malaria; 18,3% herpes; 0,3% leishmaniose; 4,9% chagas. Nenhum relatou ter

136 tido mononucleose.
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A tabela 1 apresenta os parametros socioecondémicos e fatores de risco
ambientais entre 0os pacientes com sorologia reagente e nao reagente para

anticorpos IgG anti-T. gondii.

A tabela 2 apresenta os parametros socioecondémicos e fatores de risco
ambientais entre os pacientes com RT e pacientes portadores de outras

doencas oculares, ambos com sorologia reagente.

Discusséo

Este estudo investigou os fatores de risco para infec¢ao por T. gondii e 0
desenvolvimento da RT. Varios estudos foram realizados para verificar fatores
de risco que contribuem na infeccdo por T. gondii entre as gestantes,*>™*’
entretanto, sdo escassos estudos que abordam fatores de risco para 0s

pacientes dos servigcos de oftalmologia e principalmente para aqueles que

possuem a RT.

Para detectar os anticorpos IgG anti-T. gondii (indicador de infeccéo pregressa
ou cronica) foi utilizado o método soroldgico ELISA, recomendado e utilizado
frequentemente para determinar se o individuo possui ou ndo anticorpos anti-T.
gondii.’® A verificacdo da presenca de lesdes oculares foi realizada por meio

do exame de fundoscopia.
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161 Este estudo encontrou indice elevado de pacientes infectados pelo T. gondii e
162  é concordante com aqueles da literatura que demonstram que o percentual de
163  infeccao toxoplasmica no Brasil pode chegar a 80%.3*121920 A frequéncia

164  encontrada de RT entre os pacientes reagentes, mostra que € comum a

165 presenca da doenca ocular causada pelo T. gondii entre os pacientes com

166 doencas oculares. Estudos relatam prevaléncias de leses oculares sugestivas
167 de toxoplasmose semelhantes e inferiores a que encontramos: 22% na cidade
168  de Sao Paulo,”* 17,7% no Estado do Rio Grande do Sul,? e 5,8% no Estado do
169 Rio de Janeiro.”®

170

171

172  Os parametros sexo, média de idade, grau de escolaridade e renda familiar
173 foram associados ao maior risco de infeccdo e ao desenvolvimento de RT. O
174 namero de mulheres e homens em ambos os grupos é semelhante e ndo

175 apresentou diferencas estatisticamente significantes. Este resultado era

176  esperado, visto que o parasito ndo possui preferéncia por sexo.?* No entanto, o
177  estudo de Aleixo e colaboradores (2009) demonstrou associacao entre lesdes
178  oculares sugestivas de toxoplasmose e o sexo feminino.?

179

180

181  Os resultados deste estudo ndo demonstraram associacéo entre infec¢ao por
182  T. gondii, média de idade e condi¢cdo socioeconémica. Porém, estas variaveis

183  mostraram diferencas estatisticamente significantes entre pacientes com RT e
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184  portadores de outras doencas oculares, ambos reagentes para anticorpos IgG
185 anti-T. gondii.

186

187

188 Os pacientes com RT apresentaram menor média de idade que aqueles com
189  outras doencas oculares; a RT pode acometer o individuo em qualquer fase da
190 vida, sendo que cerca de 70% a 90% dos casos ocorrem por infec¢ao

191 congénita e de 2% a 30% por infec¢do adquirida apés o nascimento.®

192

193

194  Houve associacao entre 0s grupos reagentes e o grau de instrucdo escolar de
195 cada paciente. Verificamos que a infeccdo e a RT estavam presentes

196 principalmente entre aqueles que se declararam analfabetos ou que tiveram
197  poucos anos de estudo. Essa associacdo pode ser resultante do fato de que a
198 baixa escolaridade implica em maior exposi¢ao ao risco, devido a nao adog¢ao
199 de medidas mais apropriadas na prevencao da infec¢ao, concordando com
200  Varella e colaboradores.?® Individuos com maior escolaridade possuem

201 aparentemente menor risco de desenvolver a RT. E possivel que individuos
202 com grau de instrucdo mais elevado busquem com maior frequéncia o

203  atendimento nos servigos de oftalmologia.

204

205

206 A associagéo observada neste estudo entre a infecgcéo por T. gondii e o contato

13,26

207  direto com gatos e/ou caes foi verificada anteriormente, pois 0 gato € o
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208 hospedeiro definitivo deste parasito e elimina junto as fezes o oocisto, que apos
209  a maturacdo contamina o ambiente.?’ Contudo, a importancia de cées na

210 transmisséo do parasito ao homem ainda nao esta claramente definida.

211  Acredita-se que o consumo da carne deste animal possa contribuir para a

212  dispersdo do parasito em humanos,?® a exemplo do que foi demonstrado para
213 outras doencas,?® porém, ndo é habito entre brasileiros o consumo de carne
214  canina.

215

216

217  Verificamos que a infeccdo também esté fortemente associada ao consumo de
218  carne crua ou mal cozida,*® habito considerado como a principal rota de

219 infecgdio do T. gondii.° Encontramos ainda um resultado limiar entre a infeccéo
220 pelo T. gondii e 0 habito de andar descalco, portanto o contato direto com o
221  solo sugere que a infeccdo ocorra também dessa forma.***

222

223

224  OQutros fatores de risco relacionados a infec¢céo pelo T. gondii como a

225 transfusé@o de sangue, ingestéao de leite cru, lavagem correta de legumes e
226  verduras, morar na zona rural, consumir agua nao filtrada, condicdes de

227  saneamento basico adequadas e presenca de ratos, baratas e moscas dentro
228 do ambiente domiciliar foram avaliados no presente estudo, no entanto,

229 nenhuma associac¢dao foi verificada. Quando analisamos os fatores de risco

230 ambientais que se associaram ou néo a infeccao pelo T. gondii em relagdo ao
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desenvolvimento da RT, ndo observamos diferencas estatisticamente

significantes.

Considerando que os fatores de risco para infeccdo ndo estdo associados a
RT, € possivel que o risco de se desenvolver RT seja dependente da
patogenicidade da cepa infectante e/ou da competéncia imune aliada a fatores

imunogenéticos determinantes de suscetibilidade do hospedeiro.

Em conclusao, os resultados deste estudo confirmam que a presenca de caes
e gatos bem como ingestdo de carne crua ou mal cozida elevam os riscos de

infeccdo, mas nao influenciam o desenvolvimento da RT.
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244  Contribuicdo dos autores
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248 e interpretacdo de dados foram realizadas por AICF, CRB , CCBM, FN, CSM,
249  VLPC e LCM. AICF, CCBM e LCM fizeram o manuscrito. Todos 0s autores

250 revisaram, leram e aprovaram a versao final do manuscrito.

251
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253 Apoio financeiro

254  Este estudo teve apoio finaceiro: (i) FAPESP (Fundacdo de Amparo a Pesquisa
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423 Tabela 1. Parametros socioecondmicos e fatores de risco ambientais entre
424 0S pacientes com sorologia reagente e ndo reagente para anticorpos IgG
. .. . . .a
425 anti-Toxoplasma gondii, de um servigo de oftalmologia, SP, Brasil
= Total
Reagente N&o Reagente (n=349)
N % N %
260 74,5 89 25,5
OR Cl 95% p
Sexo 125-F 48,1 37-F 41,6
135-M 51,9 52-M 58,4 1,301 0,7997-2,117 0,3252
o 58,5 57,3 P
Média de idade ! !
(SD) 16,2 14,3 0,5351
- 18 a 88 20a 87
Variagao
Anos na escola p
Analfabeta 42 16,2 1 12,4 0,8146
1.7 161 61,9 56 62,9
810 24 9,2 10 11,2
>10 33 12,7 12 13,5
Renda familiar (salarios) p
<1 82 31,5 31 34,8 0,8389
1535 152 58,5 50 56,2
>4 26 10,0 8 9,0
OR Cl 95% p
Recebeu transfusédo de
sangue 64 24,6 17 19,1 1,383 0,7595-2,518 0,3121
Contato direto com gato
e/ou cao 223 85,8 65 73,0 2,225 1,242-3,988 0,0093
Andar descalgo 93 35,8 22 24,7 1,696 0,9840-2,923 0,0672
Ingestdo de leite cru 142 54,6 52 58,4 0,8563 0,5260-1,394 0,5398
Ingestdo de carne
crua/mal cozida 110 42,3 26 29,2 1,777 1,057-2,986 0,0324
N&o lavar corretamente
os alimentos 6 2,3 3 3,4 0,6772 0,1657-2,767 0,6985
Morar na zona rural 18 6,9 8 9,0 0,7531 0,3154-1,798 0,4918
Consumir dgua da
torneira 134 51,5 53 59,5 0,7224 0,4433-1,177 0,2186
Falta de saneamento
basico 26 10,0 11 12,3 0,7879 0,3721-1,668 0,5515
Rato, barata ou mosca
em casa 94 36,15 31 34,83 1,059 0,6399-1,754 0,8983

426 2 Andlise univariavel, IC 95%, P<0.05
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427  Tabela 2. Parametros socioecondmicos e fatores de risco ambientais entre 0s
428 pacientes com retinocoroidite toxoplasmica e outras doencas oculares, ambos
429 com sorologia reagente para anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii, SP,
430 Brasil®

Retinocoroidite Outras doencgas Total
toxoplasmica Oculares (n=260)
N % N %
71 27,3 189 72,7
35-F 493 90-F 47,6 OR C195% P
Sexo
36-M 50,7 99-M 52,4 1,069 0,6195-1,846 0,8894
o 51,0 61,2 P
Média de idade ' '
(SD) 19,9 13,8 <0,0001
- 18 a 87 26 a 88
Variacao
Anos na escola p
Analfabeta 7 9,9 35 18,5 0,0267
1.7 40 56,3 121 64,0
810 9 12,7 13 6.9
>10 15 21,1 20 10,6
Renda familiar (salarios) p
<1 21 29,6 61 32,3 0,4017
15-35 40 56,3 112 59,2
>4 10 14,1 16 8,5
OR Cl 95% p
Recebeu transfusédo de
sangue 17 23,9 47 24,9 0,9511 0,5029-1,799 1,0000
Contato direto com gato
e/ou céo 57 80,3 164 86,8 0,6206 0,3019-1,276 0,2413
Andar descal¢o 30 42,2 63 33,3 1,463 0,8361-2,561 0,1935
Ingestéo de leite cru 38 53,5 104 55,0 0,9411 0,5443-1,627 0,8891
Ingestdo de carne
crua/mal cozida 34 47,9 76 40,2 1,366 0,7890-2,366 0,3241
N&o lavar corretamente
os alimentos 1 1,4 5 2,6 0,5257 0,06032-4,582 1,0000
Morar na zona rural 6 8,4 12 6,3 1,362 0,4907-3,778 0,5863
Consumir 4gua da
torneira 37 52,1 97 51,3 1,032 0,5978-1,782 1,0000
Falta de saneamento
béasico 10 14,1 16 8,5 1,773 0,7633-4,116 0,2443
Rato, barata ou mosca
em casa 27 38,0 67 35,4 1,117 0,6354-1,965 0,7723

431 2 Andlise univariavel, IC 95%, P<0.05
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Resumo

Toxoplasma gondii infecta os seres humanos dentre outras vias, pelo trato
gastrintestinal, local de expressdo dos antigenos ABO por meio de interacdes
epistaticas entre os genes ABO, Secretor e Lewis. O objetivo do estudo foi
testar a hipétese de que as variacdes qualitativas e quantitativas na expressao
dos antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis estdo
associadas a infeccdo por T. gondii e o desenvolvimento da retinocoroidite
toxoplasmica (RT). Foram selecionados 348 pacientes atendidos no
Ambulatério de Oftalmologia da FUNFARME, Sdo José do Rio Preto. As
fenotipagens ABO e Lewis foram realizadas por meio dos métodos de
hemaglutinagcdo em tubos e colunas de gel, respectivamente. A extracdo do
DNA por kit comercial e as genotipagens FUT2 e FUT3 por PCR-RFLP.
Anticorpos 1gG anti-T. gondii foram determinados pelo método ELISA e o
diagndstico da RT pelo o exame de fundoscopia. O fenétipo Le(a-b+) (p=0,03;
OR: 0.49; IC: 0.25-0.96) foi associado a infec¢cao pelo T. gondii, enquanto os
fenétipos ndo Secretor (p=0,06; OR: 0.54; IC: 0.28-1.02) e Le(a+b-) (p=0,08;
OR: 1.86; IC: 0.97-3.55) apresentaram-se como possiveis fatores de riscos
para o desenvolvimento da RT. Os resultados deste estudo sugerem que a

elevada expressao do antigeno Le® favoreca o desenvolvimento da RT.

Palavras-chave: Retinocoroidite toxoplasmica, Anticorpos IgG, Sistemas histo-

sanguineos.
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Introducéao

Tem sido observado que microrganismos se ligam a moléculas da membrana

das células do hospedeiro para invasdo celular e dentre elas, destacam-se as
. 1 z . ~ ~ Z

compostas por carboidratos.” O processo pelo qual se da a ligacdo ndo é

totalmente compreendido, mas as variagdes qualitativas e quantitativas destas

moléculas parecem influenciar a suscetibilidade a infecco.?

T. gondii é um parasito versatil de distribuicdo mundial,®> capaz de infectar e se
replicar em qualquer célula nucleada,* e o indice de infeccdo humana no Brasil
pode chegar a 80% de acordo com a regido.® Dentre os acometimentos da
toxoplasmose, a manifestacdo ocular estd presente em ambas as infec¢des
congénita e adquirida,” sendo considerada a principal causa de uveite posterior

em humanos.®

Estudos anteriores demonstraram associacdo entre os fenétipos eritrocitarios
do sistema histo-sanguineo ABO e infec¢cdo por T. gondii. Inicialmente foi
proposto que o antigeno B, uma molécula glicosilada, poderia atuar como

receptor para T. gondii na mucosa gastrintestinal.” Estas observacdes foram

1 12-16

confirmadas por alguns estudos,®'* mas contestadas por outros.
Entretanto, estes estudos néo investigaram a acéo conjunta dos sistemas ABO,

Secretor e Lewis na suscetibilidade a infeccéo por este parasito apicomplexa.
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A expressao dos antigenos ABO em outros tecidos que ndo o hematopoiético
depende de complexas interacbes epistaticas entre os genes ABO (ABO;
9g34.1), Secretor (FUT2; 19913.3) e Lewis (FUTS3; 19p13.3).2 O gene FUT2
controla a expressdo dos antigenos ABO nas mucosas e o gene FUT3, além
de determinar a expressdo dos antigenos Le® e Le° regula as variacdes
qualitativa e quantitativa dos antigenos ABO.} Portanto a simples
determinacdo dos fenotipos eritrocitarios ABO nao reflete o real fendtipo
antigénico tecidual resultante da acdo conjunta dos genes FUT2, FUT3 e

ABO.1819

A combinacdo de métodos sorolégicos e moleculares favorece a determinacéo
dos fendtipos e dos gendtipos relacionados a estes sistemas permitindo a
definicdo do perfil antigénico tecidual. O quadro 1 ilustra as variacbes da
expressdo dos antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e
Lewis. O objetivo deste trabalho foi testar a hip6tese de que as variacbes
qualitativas e quantitativas na expressdao dos antigenos carboidratos destes
sistemas estdo associadas a suscetibilidade a infeccdo por T. gondii e ao

desenvolvimento da RT.

Resultados
Dos 348 pacientes de ambos os sexos selecionados consecutivamente, 185

(53,2%) eram do sexo masculino e 163 (46,8%) do sexo feminino. A média de
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95 idade geral foi igual a 57,7£15,9 (minimo de 18; maximo de 87). Para 0 sexo
96 masculino a média de idade foi igual a 57,5+16,0 (minimo de 18; maximo de
97 87) e para o feminino foi igual a 57,9+15,8 (minimo de 18; maximo de 85)
98  (p>0,05).

99

100

101 De acordo com o diagnostico clinico oftalmoldgico, 23,6% (n=82; média de
102 idade: 51,1+19,8) apresentaram RT (21 com lesbes exsudativas e 61 com
103  cicatrizes retinocoroidianas). Os 76,4% (n=266; média de idade: 59,6+14,1)
104  apresentaram outras doencas oculares (85 com retinopatia diabética tipo Il; 40
105 com descolamento de retina; 22 com degeneracdo macular relacionada a
106 idade; 16 com retinopatia diabética tipo I; 12 com catarata; 9 com transplante
107 de codrnea; 9 com trauma ocular; 8 com glaucoma; 7 com uveite sem causa
108 definida; 7 com alteracdo de macula; 6 com hemorragia vitrea; 45 com outras
109 doencas oculares).

110

111

112  As diferencas entre as médias de idade dos pacientes com RT (51,1+19,8) e
113 outras doencas oculares (59,6+14,1) foram estatisticamente significantes

114 (p<0,0001).
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115 O percentual de infeccdo por T. gondii foi elevado em ambos os grupos de
116  pacientes, mas predominou entre aqueles com RT (77/82: 93,9% x 183/266:
117  68,8%) (p<0,0001) (tabela 1).

118

119

120  As diferengas entre as frequéncias dos fenétipos eritrocitarios ABO (x?: 2.123; 3
121  GL; p=0,5474) e Secretor (x> 2.494; 2 GL; p=0,1142) ndo foram
122  estatisticamente significantes entre 0s pacientes reagentes e nao reagentes
123  para anticorpos IgG anti-T. gondii. Por outro lado foi observada diferenca
124  estatisticamente significante entre os fendtipos Lewis (x*: 4.396; 2 GL) com
125 prevaléncia do fendtipo Le(a+b-) entre os reagentes e do fenotipo Le(a-b+)
126  entre os nao reagentes (tabela 2).

127

128

129 Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes nas
130 frequéncias dos fendtipos eritrocitarios ABO (x% 2.432; 3 GL) entre os
131 pacientes com RT e outras doencas oculares. Por outro lado, estes grupos de
132 pacientes apresentaram diferencas marginais entre as frequéncias dos
133  fendtipos Secretor (x*: 3.616; 1 GL; p=0,0572), e Lewis (x*: 4.800; 2 GL;
134  p=0,0907) com prevaléncia do fendtipo Le(a+b-) entre aqueles com RT (tabela

135  3).
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136 Discusséao

137 O objetivo deste estudo foi verificar se os fendtipos eritrocitarios ABO, Lewis e
138  os fendtipos Secretor e ndo Secretor estdo associados a infec¢do por T. gondii
139 e ao desenvolvimento da RT. A proposicdo de que os niveis distintos de
140 carboidratos expressos por estes sistemas histo-sanguineos modificam a
141 suscetibilidade e a resisténcia a doencas infecciosas e parasitarias,? levaram-
142  nos a investigar sua influéncia nos elevados indices de infec¢ao por T. gondii e
143  no desenvolvimento da RT, em comparacdo a outras doencas oculares.

144

145

146 A média de idade da casuistica analisada neste estudo situou-se acima dos 55
147  anos e nao diferiu entre 0s sexos. Esta variavel foi menor entre os pacientes
148 com diagndstico clinico oftalmolégico de RT que entre aqueles com outras
149  doencas oculares. Ndo foi possivel estabelecer em que periodo da vida se deu
150 a infeccdo por T. gondii nos pacientes com RT e nem determinar se a mesma
151  ocorreu de forma congénita ou adquirida ap6s o nascimento. E possivel que
152  caracteristicas epidemiologicas préprias da toxoplasmose contribuam para a
153  manifestacéo precoce da RT em comparacéo a outras doencas oculares.?

154

155

156 A infeccdo por T. gondii pode ser congénita ou ocorrer em qualquer fase da
157  vida e os individuos sem manifestacéo clinica de toxoplasmose ao nascimento
158 tendem a desenvolver RT com maior frequéncia entre a segunda e a terceira

159 décadas de vida.® Entretanto, isso ndo foi avaliado neste estudo. Outras
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160 doencas oculares como retinopatia diabética, degeneracdo macular e catarata
161 dentre outras, estdo mais associadas ao envelhecimento e acometem
162 pacientes com idade avancada,®* é possivel que a natureza epidemiolégica da
163 RT e das outras doencas oculares contribuam para as diferencas observadas
164 neste estudo.

165

166

167 A casuistica analisada apresentou elevado indice de infeccdo por T. gondii e 0s
168 valores observados estdo em concordancia com aqueles previamente relatados
169 para a mesma regido.'*'®% E possivel que habitos alimentares e higiénicos
170  proprios bem como a geografia da regido noroeste do Estado de Sdo Paulo
171  favorecam a disseminacédo do T. gondii. Tomados em conjunto, os resultados
172  deste e dos demais estudos,'**%?? despertam a atencédo para a importancia da
173  infeccado por T. gondii e das doencas resultantes na regido noroeste do Estado
174  de Sao Paulo.

175

176

177 A prevaléncia de RT foi elevada sendo encontrada em mais de um quarto dos
178 pacientes selecionados. Estes dados estdo de acordo com aqueles publicados
179  por Gouveia e colaboradores (2004) que demonstraram indices semelhantes
180 em pacientes de um servico de uveites da cidade de Sdo Paulo.?® Os
181 resultados conjuntos destes estudos indicam que aproximadamente um quarto
182 dos pacientes com infecgcdo por T. gondii e sem evidéncias clinicas de

183 imunodeficiéncias estdo sob risco de desenvolvimento de RT.
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184 A manifestacdo da RT em pacientes sem evidéncia clinica de
185 imunodeficiéncias parece ser de natureza multifatorial e depende tanto da
186 viruléncia da cepa infectante bem como de fatores genéticos de suscetibilidade
187  do hospedeiro.?*® Existem fortes evidéncias de que as cepas de T. gondii que
188 predominam na América do Sul sdo mais virulentas que aquelas presentes na
189 Europa e na América do Norte e que as diferencas entre elas contribuem para
190  a maior gravidade da RT nos povos sul-americanos.?® Embora este estudo ndo
191 tenha realizado genotipagens das cepas infectantes foi possivel observar que a
192 maioria dos pacientes acometidos por RT apresentavam lesdes em areas de
193 menor comprometimento ocular sem dano aparente do nervo 6ptico e da
194  macula.

195

196

197 As demonstracdes prévias de que o sistema histo-sanguineo ABO do
198 hospedeiro pode influenciar a suscetibilidade a infeccdo por T. gondii em
199 gestantes e doadores de sangue,”*! estimularam-nos a investigar a potencial
200 associacdo entre os niveis de expressao de seus antigenos carboidratos com a
201 infeccédo e o desenvolvimento da RT.

202

203

204 A proposicdo de que os carboidratos dos sistemas histo-sanguineos ABO,
205 Secretor e Lewis possam atuar como potenciais receptores para T. gondii é
206 atraente. A expressao destes carboidratos ocorre de forma integrada em

207 diferentes tecidos, sob controle das glicosiltransferases codificadas pelos
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208 genes FUT2, FUT3 e ABO, criando perfis distintos de oligossacarideos.? Estas
209 moléculas séo utilizadas por diferentes microrganismos para aderirem as
210  células da mucosa intestinal,>?® e o T. gondii utiliza o intestino como rota de
211 infeccdo.”” Estes eventos aparentemente independentes podem estar
212  biologicamente relacionados e influenciar a suscetibilidade a infeccdo e ao
213 desenvolvimento da RT. Estas ponderacdes ndo consideradas nos estudos
214  prévios foram exploradas no presente estudo.

215

216

217 As frequéncias dos fenotipos eritrocitarios ABO e Secretor ndo mostraram
218 diferencas estatisticamente significantes entre pacientes com e sem sorologia
219 reagente para T. gondii quando analisadas isoladamente ou em conjunto. Estas
220 observacdes sao concordantes com aquelas previamente relatadas para
221 gestantes francesas,'® e gestantes brasileiras.’*'® Tomados em conjunto os
222 resultados destes estudos indicam que a suscetibilidade a infeccdo por T.
223 gondii ndo é influenciada pelos sistemas histo-sanguineos. Por outro lado os
224  resultados aqui relatados ndo confirmam a proposicdo de que os fendtipos
225  eritrocitarios ABO estdo associados com a infeccdo por este parasito
226  apicomplexa.”* E possivel que diferencas de natureza étnica da casuistica
227 bem como aqueles de ordem genética das cepas infectantes contribuam para

228 as diferencas entre este e os demais estudos.
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229  Por outro lado as diferencas entre as frequéncias do fendtipo Le(a-b+) entre
230 pacientes com sorologia reagente e ndo reagente foram estatisticamente
231  significantes. Individuos portadores deste fenodtipo apresentam menor risco
232 para infeccdo comparados aqueles com os fendtipos Le(atb-) e Le(a-b-). A
233  expressdo do antigeno Le® ocorre em maior quantidade entre aqueles com
234  fenétipo O e Secretores.”® Andlises adicionais demonstraram que a maioria dos
235 individuos que ndo expressam o antigeno Le® possuem maior risco de
236 infeccdo, destacando-se dente eles os portadores do fenétipo Le(a+b-) que
237  expressam altos niveis do antigeno Le®.

238

239

240 Estes antigenos sdo sintetizados pela mesma enzima (a3/4-L-
241 fucosiltransferase - FUTIII) a partir de distintos oligossacarideos precursores e
242  nao sdo modificados pela acdo das enzimas codificadas pelo gene ABO.*"?® E
243 possivel que as diferencas estruturais resultantes de sua expressao
244 (monofucosilacdo em Le? e difucosilacdo em Le) influenciam a suscetibilidade
245 & infeccdo por T. gondii. Pelo conhecimento dos autores este € o0 primeiro
246  relato demonstrando a influéncia do antigeno Le® na infeccdo por um parasito
247  apicomplexa.

248

249

250 Os fenotipos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis foram
251 comparados quanto ao desenvolvimento de RT e de outras doengas oculares.

252 Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes para o0s
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253 fenotipos ABO. Por outro lado, os fenétipos ndo Secretor e Le(at+b-)
254  apresentaram maior frequéncia entre os pacientes com RT mas as diferencas
255  situaram-se préximas ao limite de significAncia. E possivel que os elevados
256 niveis de expressdo do antigeno Le® favorecam o desenvolvimento da RT em
257 comparacao a outras doencas oculares.

258

259

260 A forma pela qual os fendtipos ndo Secretor e Le(at+b-) influenciam o
261 desenvolvimento da RT ainda ndo foi esclarecida. Portadores do fendtipo
262 Le(at+b-) sempre sdo ndo Secretores e expressam elevados niveis do antigeno
263 Le®?? Contudo, é possivel que a expressdo deste antigeno contribua com a
264  suscetibilidade a RT por mecanismos distintos.

265

266

267  ApOs sua expressdo em diferentes érgaos (figado, intestino delgado, etc...), os
268 antigenos Le® e Le® sdo secretados para o plasma sanguineo de onde s&o
269 adsorvido a membrana eritrocitaria, caracterizando os fenétipos Le(a+b-) e
270 Le(a-b+). Desta forma estas moléculas contribuem com a geracéo de fenétipos
271  eritrocitarios extrinsecos em comparacéo aqueles intrinsecos, cujos antigenos
272  s&o sintetizados nas células precursoras hematopoiéticas.'”*® E possivel que
273  este mecanismo de adsorcdo seja utilizado por parasitos como o T. gondii na
274 medida em que suas formas infectantes se encontram no intestino delgado e

275  os taquizoitos, no plasma sanguineo. A adsor¢do do antigeno Le®* a membrana
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276 do T. gondii poderia representar uma estratégia adicional de evasdo do
277  reconhecimento imune por meio da mimetizacéo de tecidos do hospedeiro.

278

279

280  Outra contribuicdo do antigeno Le? na suscetibilidade a infeccédo por T. gondii
281 poderia resultar da sua expressdo em tecidos do olho. Uma isoforma de Le?
282 chamada Le* (CD15), pertencente a lactosérie dos glicolipideos é uma
283  molécula de adeséo celular amplamente expressa na retina de vertebrados.? A
284  expressdo do antigeno Le? na retina humana poderia favorecer a infeccédo das
285 células que compde esta estrutura ocular uma vez que o0 mesmo poderia atuar
286  como potencial receptor de proteinas micronémicas do T. gondii, facilitando sua
287 invasdo e permanéncia em areas caracterizadas por maior suscetibilidade a
288 lesOes resultantes da infeccéo.

289

290

291  Alternativamente, o T. gondii poderia expressar o antigeno Le? como resultado
292 da presenca de um gene FUT3-like responsavel pela expressdao de uma
293 enzima FUTIIl a qual poderia favorecer a expressado do antigeno Le® em sua
294  superficie. Esta condicdo foi experimentalmente demonstrada para o antigeno
295 LeP em isolados de H. pylori.*

296

297

298  Os resultados deste estudo mostram que o antigeno Le® constitui um potencial

299 fator de risco para o desenvolvimento da RT e déo suporte as observacoes
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300 prévias de que o parasito T. gondii utiliza moléculas glicosiladas para invadir
301 células nucleadas do hospedeiro. Em conclusdo, a elevada expressdo do

302 antigeno Le® parece favorecer o desenvolvimento da RT.

303
304

305 Material e métodos

306 Aspectos éticos do estudo e coleta de sangue

307 O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FAMERP (Parecer
308 050/2009 de 09/03/09). Os objetivos e todos os procedimentos do estudo foram
309 devidamente esclarecidos aos pacientes para a obtencdo do termo de
310 consentimento livre e esclarecido.

311

312

313 Selecédo da casuistica

314 No periodo de Abril de 2009 e outubro de 2010 foram selecionados 348
315 pacientes consecutivos, de ambos os sexos atendidos no Ambulatério de
316 Oftalmologia do Hospital de Base da Fundacdo Faculdade Regional de
317 Medicina (HB-FUNFARME). Sao José do Rio Preto, Estado de S&o Paulo,
318  Brasil.

319

320

321 Diagndstico da retinocoroidite toxoplasmica

322 A avaliagdo clinica ocular dos pacientes foi realizada por dois profissionais

323  experientes (FBF e GCAJr), por meio do exame de fundoscopia com o uso de
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324  oftalmoscépio binocular indireto (Binocular Ophthalmoscope ID 10, Topcon
325 Corporation).

326

327

328 Coleta de amostras de sangue

329 De todos os pacientes selecionados foram coletadas por puncéo venosa duas
330 amostras de sangue periférico, uma com e outra sem anticoagulante (EDTA)
331 para a identificacdo dos fendtipos eritrocitarios ABO e Lewis. Os leucécitos
332 foram utilizados para a extracdo do DNA genbmico e o soro, para a
333 identificacdo de anticorpos anti-T. gondii.

334

335

336 Fenotipagem eritrocitaria ABO

337 Os fenotipos ABO foram determinados pelo método de hemaglutinacdo em
338 tubos usando anti-soro monoclonal anti-A, anti-B e anti-A,B para fenotipagem
339 direta e hemécias padrdo A; e B para fenotipagem reversa (Fresenius Kabi,
340 Brasil). Para cada amostra foi preparada uma suspensdo de hemacias a 5%
341 em solugéao isotbnica (NaCl 0,9%), uma gota da suspensao foi misturada com
342 uma gota de cada anti-soro anti-A, anti-B e anti-A,B para definir os antigenos
343  eritrocitarios. A adicdo de uma gota das heméacias padrédo A; e B em dois tubos
344  contendo duas gotas do plasma sanguineo cada, identificou os anticorpos anti-
345 A, anti-B e anti-A,B. Os tubos foram centrifugados a 1.500 rpm por cerca de 1

346  minuto, sendo que a interpretacéo dos resultados foi baseada na presenca ou
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347 auséncia de aglutinacdo. Em todos os procedimentos, as recomendacdes do
348 fabricante dos reagentes usados foram estritamente obedecidas.

349

350

351 Fenotipagem eritrocitaria Lewis

352 Os fenotipos Lewis foram determinados pelo método de hemaglutinacdo em
353 colunas de gel contendo separadamente os anticorpos anti-Le® e anti-Le".
354 (DiaMed, Brasil) Para cada amostra foi preparada uma suspensao de hemacias
355 a 3% em meio isotbnico fornecido pelo fabricante. Um volume igual a 12 pl da
356 suspenséo foi adicionado as colunas de gel e centrifugados por 15 minutos a
357 1.000 rpm. A interpretacdo dos resultados foi baseada na presenca ou
358 auséncia de aglutinacdo. Em todos os procedimentos, as recomendacdes do
359 fabricante dos reagentes usados foram estritamente obedecidas.

360

361

362 Extracdo do DNA gendmico

363 O DNA gendmico foi extraido com o uso de kit comercial para extragdo por
364 coluna de silica (Qiamp DNA blood mini kit, Qiagen), a partir de 200 pyL de
365 sangue total colhido com EDTA. O protocolo do fabricante foi rigorosamente
366  obedecido.

367

368

369 Genotipagem FUT2
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370  Os genotipos FUT2 resultantes da homozigose ou heterozigose da substituicao
371  GA428A foram identificados por PCR-RFLP, de acordo com adaptagbes do
372  protocolo de Svensson e colaboradores (2000).** Foram utilizadas nas reacées
373 de amplificacéo os primers sense 5 GCC TTT CTC CTT TCC CAT GGC CCA
374 C 3’ e antisense 5 TCA AAG GAC GGG CCA GCA TTA GTG C 3’ os quais
375 diferenciam os alelos G e A na posicédo 428 do gene FUT2. Cada reacao teve
376  um volume final de 25 pl contendo 200 mM TRIS-HCL, 500 mM KCI, 50 mM
377  MgCly; 100 mM de cada dNTP [dATP, dTTP, dCTP, dGTP], 20 pM de cada
378  primer, 5U/ul de Taq (Invitrogen) e 2 pl de DNA gendémico.

379

380

381 As condicbes de amplificacdo foram 94°C 2 minutos, seguida por 5 ciclos de
382 94°C 30 segundos, 68°C 30 segundos e 72°C 30 segundos e 25 ciclos de 94°C
383 30 segundos, 64°C 30 segundos e 72°C 45 segundos, permanecendo em 4°C
384 infinito. O fragmento contendo 1033 pares de bases depois da digestdo com a
385 enzima de restricdo Fast Digest Avall (Fermentas) foi clivado em um ndmero
386 variavel de fragmentos de acordo com os alelos: 459, 295, 149 e 130 pares de
387 base para o alelo G; e 459, 425 e 149 pares de base para o alelo A. A
388 separacao destes fragmentos foram observados por eletroforese em gel de
389 agarose a 2% corado com brometo de etideo e visualizados por meio de luz
390 UV. Os individuos portadores dos genétipos GG e GA foram considerados
391 Secretores e individuos portadores do gendtipo AA ndo Secretores dos

392 glicoconjugados ABH (figura 1).
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393 Genotipagem FUT3

394 Para todos os individuos portadores do fendtipo Le(a-b-) foi realizada a
395 investigacdo das substituicbes T202C e C314T do gene FUT3 por PCR-RFLP
396 de acordo com alteragcdes no protocolo de Orntoft e colaboradores (1996).%
397 Nas reagOes de amplificacdo da substituicdo T202C foram utilizados os primers
398 sense 5 CCC GCC CCA CCC TCC TGA TCC TGG TA 3’ e antisense 5 CGT
399 AGG GCC TGA AGA TGT CGG AGT C 3’ os quais diferenciaram os alelos T e
400 C na posicado 202 do gene FUT3. Cada reacao teve um volume final de 25 ul
401 contendo 200 mM TRIS-HCL, 500 mM KCI, 50 mM MgCl, 100 mM de cada
402 dNTP [dATP, dTTP, dCTP, dGTP], 25 pM de cada primer, 5U/ul de Taq
403  (Invitrogen) e 2 ul de DNA genémico.

404

405

406  As condicbes de amplificacdo foram 94°C 1 minuto, seguida por 30 ciclos de
407  94°C 30 segundos, 63°C 30 segundos e 72°C 30 segundos e 1 ciclo de 72°C 1
408 minuto, permanecendo em 4°C infinito. O fragmento contendo 332 pares de
409 bases depois da digestdo com a enzima de restricdo Fast Digest Rsa |
410 (Fermentas) foi clivado em um numero variadvel de fragmentos de acordo com
411 os alelos: 209 e 123 pares de bases para o alelo T; e 209 e 100 pares de bases
412 para o alelo C (figura 2). A separacao destes fragmentos foram observados por
413 eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo e

414  visualizados por meio de luz UV.
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415 Para as reacOes de amplificacdo da substituicdo C314T foram utilizados os
416  primers sense 5 AGT GGG TCC TCC CCG ACA GGA CAC CAC TCC 3’ e
417 antisense 5 GTT GGA CAT GAT ATC CCA GTG GTG CAC GAT 3’ os quais
418  diferenciaram os alelos C e T na posicao 314 do gene FUT3. Cada reacgéao teve
419  um volume final de 25 pl contendo 200 mM TRIS-HCL, 500 mM KCI, 50 mM
420  MgCl, 100 mM de cada dNTP [dATP, dTTP, dCTP, dGTP], 25 pM de cada
421  primer, 5U/ul de Taq (Invitrogen) e 2 ul de DNA gendmico. As condi¢Bes de
422  amplificacdo foram 94°C 1 minuto, seguida por 30 ciclos de 94°C 30 segundos,
423 63°C 30 segundos e 72°C 30 segundos e 1 ciclo de 72°C 1 minuto,
424  permanecendo em 4°C infinito. O fragmento contendo 203 pares de bases
425 depois da digestdo com a enzima de restricdo Fast Digest Nla Ill (Fermentas)
426  foi clivado em um namero variavel de fragmentos de acordo com os alelos: 139
427 e 65 pares de bases para o alelo C; e 105 e 65 pares de bases para o alelo T
428 (figura 3). A separacéo destes fragmentos foram observados por eletroforese
429 em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo e visualizados por
430 meio de luz UV.

431

432

433 Definicdo dos perfis de antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO,
434  Secretor e Lewis

435 Os perfis de antigenos expressos por cada individuo foram definidos pela
436 combinacdo dos fendtipos eritrocitarios ABO e Lewis e dos gendtipos FUT2

437  (G428A) e FUT3 (T202C e C314T).
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438 Diagnostico dainfeccdo por Toxoplasma gondii

439 A determinacgao da presenca ou ndo de anticorpos anti-T. gondii da classe 1gG
440 foi realizada pelo método imunoenzimatico (ELISA), conforme validado por
441  nosso grupo.®

442

443
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613 Quadro 1. Perfis de glicoconjugados relacionados aos sistemas histo-
614 sanguineos ABO, Secretor e Lewis de acordo com as glicosiltransferases

615 expressas.

Glicosiltransferases oP Htypel Le® Le’ A B ALe® BLe® Fendtipos
FUTI+FUTII+GTA +) +) + ++ ++ +H++ A Le(a-b+)
FUTI+FUTII+GTB +) +) + ++ ++ ++++ B Le(a-b+)
FUTI+FUTIII+GTA+GTB +) +) + ++ ++ ++ ++++  ++++  AB Le(a-b+)
FUTII+FUTIIN *) *) + bt O Le(a-b+)
FUTII+GTA + ++ e+ A Le(a-b-)
FUTI+GTB + ++ bt B Le(ab-)
FUTII+GTA+GTB + ++ bt bt AB Le(a-b-)
FUTII + +++++ O Le(a-b-)
FUTII+GTA + bt A Le(a+b-)
FUTII+GTB + bt B Le(a+b-)
FUTIII+GTA+GTB + bttt AB Le(a+b-)
FUTHI + +Htttt O Le(a+b-)
++++++ O Le(a-b-)
OP: Oligossacarideo precursor; FUTIl: a-1,2-L-fucosiltransferase; FUTIIl: a-1,3/4-L-fucosiltransferase; GTA: a-1,3-N-
Acetilgalactosaminiltransferase; GTB: a-1,3-N-Galactosiltransferase; (+): Quantidades variaveis.
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616 Tabela 1. Sorologia para Toxoplasma gondii entre pacientes com e sem
617  retinocoroidite toxoplasmica (RT).

Diagnostico Clinico Reagente N&o reagente Total

N % N % N %
Com RT 77 29,6 5 57 82 23,6
Sem RT 183 70,4 83 94,3 266 76,4

Total 260 88 348 100,0
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618 Tabela 2. Frequéncias dos fenétipos ABO, Secretor e Lewis em pacientes com
619 e sem sorologia reagente para a toxoplasmose.

Fenotipos Reagente N&o reagente OR IC 95% p
ABO N % N %
A 112 43,1 36 409 1,093 0,669-1,786 0,8032
B 29 11,2 8 9,1 1,255 0,551-2,859 0,6916
AB 5 1,9 4 4,5 0,411 0,108-1,569 0,2384
O 114 43,8 40 455 0,937 0,576-1,523 0,8050
Secretor
Secretor 208 80,0 77 875 0,571 0,283-1,152 0,1488
N&o Secretor 52 2000 11 12,5
Lewis
Le(a+b-) 49 18,8 9 10,2 2,038 0,956-4,344  0,0690
Le(a-b+) 197 758 76 864 0,493 0,252-0,966 0,0368
Le(a-b-) 14 54 3 34 1,612 0,452-5,750 0,5767

Total (N=348) 260 74,7 88 253

620 *Valores calculados com o uso do teste exato de Fisher.
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Tabela 3. Frequéncias dos fenétipos ABO, Secretor e Lewis em pacientes com
sorologia reagente para a toxoplasmose, portadores e nao portadores de

retinocoroidite toxoplasmica (RT).

Fenotipos Com RT Sem RT OR IC 95% P
ABO N % N %

A 34 44,1 78 42,6 1,064 0,622-1,821 0,8911
B 8 104 21 11,5 0,894 0,377-2,118 1,0000
AB 3 39 2 1,1 3,669 0,600-22,418 0,1560
O 32 416 82 44,8 0,875 0,511-1,501 0,6823
Secretor

Secretor 56 72,7 152 83,1 0,543 0,288-1,024 0,0634
N&o Secretor 21 27,3 31 16,9

Lewis

Le(a+b-) 20 26,0 29 15,8 1,863 0,976-3,554 0,0813
Le(a-b+) 5 71,4 142 77,6 0,721 0,394-1,321 0,3416
Le(a-b-) 2 26 12 6,6 0,380 0,082-1,740 0,2431

Total (N=260) 77 29,6 183 70,4

*Valores calculados com o uso do teste exato de Fisher.
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459 pb

— 130 pb

622 Figura 1. Perfil eletroforético do fragmento de 1033 pb amplificado por PCR,
623 apos digestdo com a enzima de restricdo Ava Il. Gendétipo GA (1,2,6), AA (3,5)
624 e GG (4), M= marcador de 100pb. Mattos et al. 2008.*
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209 pb
‘—)123 pb

— 100 pb

625 Figura 2. Perfil eletroforético do fragmento de 332 pb amplificado por PCR,
626 apos digestdo com a enzima de restricdo Rsa |. Gendtipo TT (1), TC (2) e CC
627  (3), M= marcador de 100pb.
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139pb

— 105 pb

3 65 pb

628 Figura 3. Perfil eletroforético do fragmento de 203 pb amplificado por PCR,
629 apos digestdo com a enzima de restricdo Nla Ill. Genétipo CC (1), CT (2) e TT
630 (3), M= marcador de 100pb.
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Resumo

Objetivo Avaliar titulo, avidez de anticorpos IgG anti-T. gondii e a presenca do
DNA gendbmico do T. gondii no sangue periférico de pacientes com
retinocoroidite toxopldsmica e de portadores de outras doencas oculares.
Métodos Os soros foram analisados por IFIl, ELISA e teste de avidez e o DNA
gendmico por PCR convencional. Para analise estatistica foi utilizado o teste
exato de Fisher e o teste t ndo pareado. Resultados Do total de amostras,
65,7% (163/248) foram reagentes no ELISA e 34,3% (85/248), ndo reagentes.
Titulos de anticorpos IgG anti-T. gondii acima de 4.000, obtidos por IFI, foram
frequentes em pacientes com retinocoroidite toxoplasmica em comparacéo a
outras doencas oculares (8,1% x 1,0%). Nao foram observados anticorpos da
classe IgM. Avidez maior que 60 prevaleceu em ambos os grupos. A
positividade do PCR foi maior em pacientes com retinocoroidite toxoplasmica
(21/62; 33,9%) que em outras doencas oculares (1/101; 0,9%). Conclusfes A
frequéncia de retinocoroidite toxoplasmica € elevada entre pacientes com
doencas oculares. A maioria dos pacientes com retinocoroidite toxoplasmica
apresenta menores titulos de anticorpos IgG anti-T. gondii com avidez elevada.
Os resultados do PCR sugerem que T. gondii encontra-se no sangue circulante

independente da presenca de lesdes oculares resultantes da toxoplasmose.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Retinocoroidite toxoplasmica, Afinidade

de Anticorpos, Reacdo em Cadeia da Polimerase.
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Introducéo
A toxoplasmose é uma doenca resultante da infec¢do por Toxoplasma gondii.

Na fase aguda os parasitos formam cistos teciduais contendo bradizoitos
preferencialmente em musculo, cérebro e retina.> Grande parte da populacdo
humana com infeccdo primaria ndo apresenta sintomas e entre 10 a 20% dos
casos sao sintomaticos, o0 que caracteriza a alta infectividade e a baixa
patogenicidade.>* A doenca se agrava em individuos imunodeficientes bem

como naqueles em estado de imunossupressao.”

A retinocoroidite toxoplasmica € comum entre individuos com infeccao
congénita ou adquirida ap6s o nascimento.®> A lesdo ocular resultante
caracteriza-se por retinocoroidite focal necrosante com aspecto exsudativo
branco-amarelado, ocasionalmente cinza, com limites mal definidos e carater

recidivante; é a principal causa de uveites infecciosas que afeta o pdlo

posterior do olho.®®

O diagnéstico da retinocoroidite toxoplasmica € clinico e testes laboratoriais
auxiliam no diagnéstico definitivo. Anticorpos especificos sdo indicadores de
infeccéo e o titulo e a avidez de anticorpos IgG anti-T. gondii contribuem para
esclarecer a fase da infeccdo.”® Segundo Paul (1999), avidez de anticorpos
IgG anti-T. gondii maior que 40% associa-se a reativacdo de infeccbOes
congénitas. Contudo, menores indices de avidez ndo sdo indicadores absolutos

de infeccdo recente.®
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78 A deteccdo do DNA do parasito por PCR auxilia no diagnéstico da infeccéo, %!

79 em amostras de humor aquoso, vitreo e sangue periférico.***® Embora titulo,
80 avidez de IgG e PCR tenham sido amplamente investigados em gestantes e
81 pacientes com AIDS, sdo escassos estudos correlacionando estes parametros
82 com a retinocoroidite toxoplasmica. O objetivo deste estudo foi avaliar titulo,
83 avidez e a presenca de DNA gendmico de T. gondii no sangue periférico de
84  pacientes com retinocoroidite toxoplasmica e de portadores de outras doencas
85 oculares.

86

87

88 Material e método
89 Aspectos éticos do estudo
90 O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FAMERP (Parecer

91 050/2009 de 09/03/09). Cada participante assinou o termo de consentimento
92 livre e esclarecido apdés receber todas as informacdes sobre os objetivos e 0s
93 procedimentos a serem realizados na pesquisa.

94

95

96 Selecdo da casuistica

97 No periodo de Abril de 2009 a dezembro de 2010 foram selecionados 248
98 pacientes consecutivos, de ambos os sexos, atendidos no Ambulatério de
99 Oftalmologia do Hospital de Base da Fundacdo Faculdade Regional de
100 Medicina (HB-FUNFARME). Sédo José do Rio Preto, Estado de S&o Paulo,

101  Brasil.
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102  Foram constituidos dois grupos, um com diagndstico clinico de retinocoroidite
103  toxoplasmica (RT; n=62) e outro com outras doencas oculares (ODO; n=186).
104 Este udltimo compreendeu portadores de retinopatia diabética tipo | e II,
105 descolamento de retina, degeneracdo macular relacionada a idade, catarata,
106 uveite sem causa definida, transplante de coOrnea, glaucoma, alteracdo de
107 mécula, lesdo poés-operatéria e outras doencas oculares. Os critérios de
108 exclusdo adotados foram: idade menor que 18 anos, deficiéncia mental,
109 discrasias sanguineas e uso de anticoagulantes orais.

110

111

112  Diagndstico clinico da retinocoroidite toxoplasmica

113 A avaliacdo clinica ocular dos pacientes foi realizada por dois profissionais
114  experientes (FBF e GCAJr), por meio do exame de fundoscopia com o uso de
115 oftalmoscépio binocular indireto (Binocular Ophthalmoscope ID 10, Topcon
116  Corporation).

117

118

119 Coleta de sangue

120 Duas amostras de sangue periférico, uma com e outra sem anticoagulante
121  (EDTA), foram coletadas de cada paciente selecionado. A amostra com EDTA
122  foi utilizada para extracdo do DNA gendmico. O soro obtido da amostra sem
123  EDTA foi estocado a -20°C até o momento de seu uso para a identificacdo dos

124  anticorpos das classes IgM e IgG anti-T. gondii.
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125 Identificac&o de anticorpos da classe IgG anti-T. gondii

126 A determinacéo da presenca ou nao de anticorpos anti-T. gondii da classe IgG
127  foi realizada pelo método imunoenziméatico (ELISA) de acordo com o protocolo
128  de Meira e colaboradores, 2008."

129

130

131 Determinacao dos valores de avidez

132 O teste de avidez foi realizado em todas as amostras que se mostraram
133 reagentes para anticorpos IgG anti-T. gondii, com uso do método ELISA
134 conforme protocolo de Korhonen e colaboradores® e Colombo e
135 colaboradores. *°

136

137

138 Determinacao dos titulos de anticorpos da classe IgG anti-T. gondii

139 A determinacdo dos titulos de anticorpos anti-T. gondii da classe IgG foi
140 realizada com o uso do método imunofluorescéncia indireta (IFI) de acordo
141 com o protocolo de Vidal e colaboradores (2004).%° N&o foram encontrados
142  anticorpos da classe IgM.

143

144

145  Extragcdo do DNA gendmico

146 O DNA foi extraido das amostras de sangue venoso, utilizando o kit comercial
147  para extracao por coluna de silica (Qiamp DNA blood mini kit, Qiagen), com

148  modificacdes de Mesquita e colaboradores.”* As amostras de sangue foram
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149  centrifugadas e lavadas com PBS a 2,500g por 10 minutos, sendo o
150 sobrenadante descartado. As hemacias foram incubadas por 15 minutos a
151 temperatura ambiente sob agitacdo suave, com o tampédo ACK (150 mM clorato
152 de amébnio, 1 mM bicarbonato de potassio, 0.1 mM EDTA, pH 7.3) e
153  centrifugadas por 10 min a 3,000g. O pellet contendo as células nucleadas foi
154  digerido com proteinase K (20 ug/ml; 50 mM Tris-HCI; 25 mM EDTA; pH 8.0;
155 2% dodecil sulfato de sédio) e incubado por 30 min a 56°C. O pellet de DNA foi
156  dissolvido em &gua ultrapura.

157

158

159 Paralelamente, o DNA de taquizoitos foi extraido com o mesmo método para
160 uso como controle positivo de reacdo. A quantificacdo e a pureza do DNA
161 genbmico foram determinadas por espectrofotometria (NanoDrop ND100,
162  Thermo Scientific).

163

164

165 Selecao dos primers

166 O par de primers utilizado para a amplificagdo do DNA gendmico do T. gondii
167 por PCR convencional (cnPCR) foi o B22 (5’ - AAC GGG CGA GTA GCA CCT
168 GAG GAGA-3)eoB23 (5 -TGG GTC TAC GTC GAT GGC ATG ACA AC -
169 3’), o qual amplifica um fragmento de 115 pb de uma regido repetitiva
170  especifica do gene B1.?> Como controle interno de reacao, foram utilizados os
171 primers B1/B2,%* do gene humano B-globina, os quais amplificam um segmento

172 de 140 pb.
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173  Amplificacdo do gene B1 do T. gondii por cnPCR

174 O cnPCR foi realizado em um termociclador LongGene utilizando 12.5 pL do
175 mix comercial (Promega; Go Tagq Green Master Mix; 1 unidade de Taq DNA
176  polimerase; 10 mM Tris-HCI, pH 8.5; 50 mM KCI; 1.5 mM MgCl,; 200 mM de
177  dNTP). Foram adicionados 5 ul do DNA genémico, 25 pmol de cada primer e
178 agua ultrapura até completar 25 pL. As condi¢cdes de amplificacdo foram:
179  desnaturacdo a 95°C por 5 min; 35 ciclos (95°C, 1 min; 62°C, 1 min; 72°C, 1
180 min); extensdo a 72°C por 5 min. Foram incluidos controles negativos (agua
181 ultrapura e amostra negativa para T. gondii) e positivos (DNA gendmico da
182 cepa RH).

183

184

185 O fragmento amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose a
186 2%, corado com brometo de etidio e visualizado por UV. As imagens foram
187 analisadas por um sistema de fotodocumentacdo (Mini Bis Gel,
188 BioSystematica) e um marcador de 100 pb foi utilizado no gel.

189

190

191 Analise estatistica

192  Os resultados foram analisados com o uso do software Grahpad, versdo 3.1. O
193 teste exato de Fisher foi utilizado para comparar a independéncia entre as
194  proporgdes. Os valores médios de idade foram comparados com o uso do teste

195 t.
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196 Resultados

197 Dos 248 pacientes selecionados, com média de idade igual a 57,8+16,7, 135
198 (54,4%) eram do sexo masculino e 113 (45,6%), feminino. Com base no
199 diagndstico clinico, 25,0% (n=62) apresentaram retinocoroidite toxoplasmica,
200 sendo 25,8% (n=16) com lesdes exsudativas e 74,2% (n=46), com cicatrizes
201  retinocoroidianas.

202

203

204  Os demais (75,0%; n=186), apresentaram outras doencas oculares (retinopatia
205 diabética tipo II: 27,9%; descolamento de retina: 15,0%; degeneracdo macular
206 relacionada a idade: 11,3%; catarata: 4,8%; uveite sem causa definida,
207 transplantes de coérnea, retinopatia diabética tipo I, glaucoma: 3,8% cada;
208 alteracdo de macula: 3,2%; lesdo poés-operatéria: 2,7%; outras doencas
209  oculares: 19,9%).

210

211

212 As diferencas entre as médias de idade de ambos os grupos foram
213  estatisticamente significantes (retinocoroidite toxoplasmica: 48,1+22,3 X outras
214  doencas oculares: 58,8+15,5; p <0,0001).

215

216

217 A tabela 1 apresenta os valores para género, média de idade e sorologia para
218 toxoplasmose. Nao foram encontrados pacientes reagentes para anticorpos

219 IgM anti-T. gondii. A tabela 2 contém os valores de titulo, avidez e os
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220 resultados das analises por PCR dos pacientes com sorologia reagente. A
221 tabela 3 contém os valores de titulo, avidez e os resultados das analises por
222 PCR dos 62 pacientes com retinocoroidite toxoplasmica, separados de acordo
223 com lesdo exsudativa (n=16; 25,8%) e cicatriz retinocoroidiana (n=46; 74,2%).
224

225

226  Discusséo

227 A infeccdo por T. gondii desencadeia via de regra, respostas imunes inatas e
228 adaptativas e, portanto, anticorpos especificos das classes IgM e IgG, quando
229  presentes no soro sao frequentemente utilizados como marcadores indiretos de
230 infeccdo aguda e cronica, respectivamente.”> Os métodos sorolégicos
231  utilizados neste estudo sdo recomendados como instrumentos de determinacao
232 de titulo e avidez destes anticorpos, pois estes parametros sdo muitas vezes
233 considerados indicadores de imunidade ao T. gondii.®

234

235

236 Entretanto, a presenca de anticorpos especificos ndo assegura certeza
237  absoluta de eliminacéo do parasito uma vez que 0 mesmo pode permanecer na
238 forma cistica até o final da vida. Portanto, o uso de métodos moleculares para a
239 identificacdo de material genético do T. gondii em amostras biologicas contribui
240 para a elucidacao do diagnostico e orientacdo do tratamento da retinocoroidite

241  toxoplasmica.?*
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242 Para atingir os objetivos propostos neste estudo, foram selecionados dois
243 grupos de pacientes, um com diagnostico clinico de retinocoroidite
244  toxoplasmica e outro, com outras doencas oculares ndo dependentes da
245 infeccdo por T. gondii. Esta estratégia foi adotada para facilitar a comparagéo
246  entre os parametros titulo e avidez de anticorpos IgG anti-T. gondii, bem como
247 o resultado das andlises por PCR, em dois grupos de pacientes expostos ao
248 parasito da toxoplasmose.

249

250

251 Os pacientes com retinocoroidite toxoplasmica apresentaram média de idade
252 menor que aqueles com outras doencas oculares. Estes dados séo
253 concordantes, pelo menos em parte com aqueles divulgados em um recente
254 estudo que relatou maior frequéncia de lesGes oculares decorrentes da
255 toxoplasmose em individuos com idade variando de 21 a 30 e acima dos 60
256 anos.? De fato, doencas como retinopatia diabética, degeneracdo macular e
257 catarata além de outras, sdo prevalentes em pacientes com idade mais
258 avancada e os resultados aqui relatados corroboram estas observacées.?® Por
259  outro lado, a infeccdo por T. gondii pode ocorrer em idade precoce devido a
260 forma congénita ou adquirida apds o nascimento, e a manifestacdo da
261 retinocoroidite toxoplasmica pode se dar em qualquer fase da vida.®

262

263

264  Aproximadamente dois ter¢cos da populacédo da regido noroeste do Estado de

27,28

265 Sao Paulo possui anticorpos IgG anti-T. gondii, e este estudo confirma esta
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266 condicdo. Além disso, demonstra que lesdes exsudativas e cicatrizes
267  retinocoroidianas tipicas de retinocoroidite toxoplasmica sdo comuns em
268 pacientes com doencas oculares. Estas observacbes sdo concordantes com
269 aquelas previamente relatadas em um inquérito realizado no estado de

270  Pernambuco, Brasil.?®

A retinocoiroidite toxoplasmica é o dano ocular mais
271 comum que resulta da infeccdo por T. gondii.?*3! Pode-se presumir que as
272 lesBes e cicatrizes oculares observadas nos pacientes selecionados para este
273  estudo sao decorrentes da infec¢ao por T. gondii.

274

275

276  Variagbes nos niveis de anticorpos IgG anti-T. gondii geralmente ndo estdo
277 relacionadas a sintomatologia na retinocoroidite toxoplasmica.® Tem sido
278 sugerido que titulos maiores ou iguais a 4.000 podem ser indicadores de
279  infeccdo recente.*” Este estudo encontrou maior nimero de pacientes com
280 titulos de IgG anti-T. gondii maiores ou iguais a 4.000 entre aqueles com
281  retinocoroidite toxoplasmica comparados a outras doencas oculares. Mas, nao
282 observou diferencas estatisticamente significantes para este parametro entre
283  pacientes com lesdo exsudativa ou cicatriz retinocoroidiana.

284

285

286 Dentre os pacientes com outras doencas oculares, apenas um apresentou
287  titulo de anticorpos IgG acima de 4.000 e o resultado do cnPCR negativo. E

288 possivel que neste caso o elevado titulo de anticorpos IgG anti-T. gondii tenha

289 contribuido para a rapida eliminacdo do parasito do sangue periférico,
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290 dificultando a manifestacdo da retinocoroidite bem como contribuindo para
291 negatividade do cnPCR.

292

293

294 A presenca de lesdes exsudativas é sugestiva de fase aguda da doenca,® e foi
295 observada em um quarto dos pacientes com retinocoroidite toxoplasmica. E
296 possivel inferir que esta condicdo, mesmo quando resultante de infecgéo
297  primaria, re-infeccdo ou reativacdo, contribua para elevar os niveis séricos de
298 anticorpos especificos para o T. gondii. Minot e colaboradores (2011) (dados
299 ndo publicados) sugerem que a infeccdo cronica por determinada cepa nao
300 oferece protecdo contra a reinfeccéo por outras cepas distintas.®

301

302

303 Os indices de avidez dos anticorpos IgG anti-T. gondii foram semelhantes entre
304 pacientes com retinocoroidite toxoplasmica e com outras doencas oculares
305 bem como entre aqueles com lesdes exsudativas e cicatrizes retinocoroidianas.
306 A maioria dos humanos expostos ao T. gondii tende a produzir anticorpos IgG
307 de alta avidez como resultado dos estimulos imunes determinados pelas
308 formas infectantes deste parasito.>* Este indice parece aumentar com a idade
309 mesmo que os individuos ndo venham a manifestar quadro clinico de
310 toxoplasmose.®*® Ha evidéncias de que indices elevados de avidez se
311  correlacionam com episodios de infecgéo por T. gondii que tenham ocorrido ha

312  pelo menos cinco meses.
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313 A alta frequéncia de infeccdo por T. gondii na regido onde o estudo foi
314 conduzido, aliada a média de idade dos pacientes com retinocoroidite
315 toxoplasmica e com outras doencas oculares, permitem inferir que o tempo
316 transcorrido desde a aquisicdo da infeccdo € maior que cinco meses e,
317 portanto, compativel com os indices de avidez relatados neste estudo. E
318 conceito corrente que individuos com anticorpos IgG de alta avidez sédo imunes
319 a toxoplasmose, mas, esta condicdo ndo € suficiente para eliminar o T. gondii.
320 Dada a diversidade génica do T. gondii no Brasil, pode ser que essa condi¢cdo
321 imune ndo proteja os humanos contra infeccéo por cepas distintas.**%*" O
322 estudo de Ferreira e colaboradores (2011)*® demonstrou uma alta frequéncia
323 do gendtipo #65 de T. gondii em amostras de pacientes com toxoplasmose
324 cerebral e AIDS, toxoplasmose aguda, retinocoroidite toxoplasmica e
325 toxoplasmose congenita. Estes dados sugerem que o gendtipo #65 esta
326  diretamente relacionado com a toxoplasmose em pacientes do Estado de Sé&o
327  Paulo, Brasil.

328

329

330 Métodos moleculares sdo capazes de detectar por¢cdes do genoma do parasito
331 em tecidos e em fluidos biolégicos e seus resultados, aparentemente nao sao
332 influenciados pela sorologia.>® Anticorpos IgM e 1gG anti-T. gondii s&o bons
333 marcadores laboratoriais de fase da doenca mas o perfil sorologico resultante
334 de sua presenca nem sempre concorda com o resultado obtido com o uso do

335 método PCR.*®
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336 Este estudo observou que um terco dos pacientes com retinocoroidite
337 toxoplasmica e menos de 1% daqueles com outras doencas oculares, todos
338 com sorologia reagente, apresentaram resultado positivo no PCR. Diferentes
339 fatores contribuem para estas discordancias. E possivel que a variabilidade
340 genética das cepas infectantes modifigue a especificidade dos primers
341 utilizados. Além disso, o tipo de amostra biolégica, o volume de material
342  utilizado na extracdo do DNA gendmico e o numero de parasitos circulantes na
343 amostra podem influenciar o resultado do método PCR em relacdo aos
344 métodos sorolégicos.*® Estes detectam moléculas de anticorpos especificos
345 que se encontram em grande numero mesmo em pequenas aliquotas de
346  material bioldgico.

347

348

349 O meétodo PCR é referido como tendo alta sensibilidade e especificidade na
350 deteccdo de material genético de microrganismos em fluidos bioldgicos
351  humanos.™?? Um estudo recente observou indices de sensibilidade de 75% e
352 50% e de especificidade iguais a 100% e 93,7% em amostras de humor
353 aquoso e vitreo, respectivamente.*! Estes autores analisaram fluidos coletados
354 do olho enquanto que este estudo utilizou o sangue periférico como material
355 biologico para extracdo do DNA gendmico do parasito. Os resultados deste
356 estudo e o de Matos e colaboradores,”* sdo concordantes quanto a

357 sensibilidade e a especificidade do PCR.
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358 E possivel que o pequeno nimero de parasitos no sangue periférico da maioria
359 dos pacientes com retinocoroidite toxoplasmica contribua para a baixa
360 sensibilidade do método PCR. Além disso, a eficacia da resposta imune na
361 producdo de anticorpos IgG de maior avidez contribui para o clearence do
362 parasito do sangue circulante. Os fatores acima comentados podem contribuir
363 para a discordancia entre os indices dos resultados do método sorolégico e do
364 PCR utilizado neste estudo.

365

366

367 Contudo, a presenca de DNA gendmico do T. gondii foi observada no sangue
368 periférico de pacientes com infeccdo aguda, com retinocoroidite toxoplasmica
369 recorrente, com cicatriz retinocoroidiana, e sem lesdes oculares, mas contendo
370 anticorpos IgG anti-T. gondii. Estas observacdes corroboram com dados

371 publicados anteriormente,***

atestando que o parasito pode circular pelo
372  corpo.

373

374

375 Dentre os pacientes com outras doencas oculares foi observado um caso de
376  uveite sem causa definida, cujo resultado do PCR foi positivo, o titulo menor
377 que 4.000 e avidez acima de 60%. Neste caso é possivel que tenha ocorrido
378 reativacdo da infeccdo ou mesmo reinfeccdo, conforme proposto por Minot et

379 al., 2011 (dados ndo publicados),®® porém a manifestacdo ocular ndo é

380 caracteristica de retinocoroidite toxoplasmica.
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381 Tomados em conjunto, os resultados deste estudo e dos demais confirmam
382 que o T. gondii esta presente no sangue circulante na fase aguda, crénica e
383 também na auséncia de manifestacdes oculares tipicas da toxoplasmose.

384

385

386 Em conclusdo, o estudo demonstra elevada frequéncia de retinocoroidite
387 toxoplasmica entre pacientes com doencas oculares, atendidos em S&o José
388 do Rio Preto, SP, Brasil. Além disso, indicam que a maioria dos pacientes com
389 retinocoroidite toxoplasmica apresentam baixos titulos de anticorpos IgG anti-T.
390 gondii, com alta avidez e que o T. gondii encontra-se no sangue circulante de
391 aproximadamente um terco dos pacientes independente da presenca de lesdes
392 oculares resultantes da toxoplasmose.

393
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Tabela 1. Distribuicdo dos pacientes com retinocoroidite toxoplasmica (RT) e
outras doencas oculares (ODO) de acordo com o resultado das analises
sorologicas Reagentes e ndo Reagentes para anticorpos IgG anti-Toxoplasma

gondii, atendidos em ambulatério SUS da regido de Sao José do Rio Preto, SP,

Brasil.
Reagente N&o Reagente OR Cl 95% p
Género (M/F) 86/77 49/36 0,8206  0,4835-1,393 0,5032
Média idade 58,2+16,9 57,2+14,2 0,6316
N % N %
RT 62 38,0 0 0,0 105,30 6,413-1728,8 <0,0001
ODO 101 62,0 85 100,0

Total (n=248) 163 65,7 85 34,3
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Tabela 2. Valores de titulo, avidez e resultados das analises por reacdo em
cadeia da polimerase entre os pacientes com retinocoroidite toxoplasmica (RT)

e outras doencas oculares (ODO).

Caracteristica RT (n=62) ODO (n=101) OR Cl 95% p
N % N %
Titulo
= 4000 5 8,1 1 1,0 2,295 1,518 - 3,471 0,0301
<4000 57 91,9 100 99,0
Avidez
= 60 (alta) 50 80,6 75 74,2 1,444 0,6674 — 3,126 0,4459
< 60 (baixa) 12 19,4 26 25,8
PCR
Positivo 21 33,9 1 0,9 51,220 6,665 -393,62 <0,0001

Negativo 41 66,1 100 99,1
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Tabela 3. Valores de titulo, avidez e resultados das analises por reacdo em

cadeia da polimerase em pacientes com retinocoroidite toxoplasmica.

Caracteristica  Lesédo (n=16) Cicatriz (n=46) OR Cl 95% p
N % N %
Titulo
= 4000 3 18,8 2 4,3 5,077 0,7642 — 33,728 0,1032
<4000 13 81,2 44 95,7
Avidez
= 60 (alta) 15 93,7 35 76,1 4,714 0,5574 -39,874  0,1599
< 60 (baixa) 1 6,3 11 23,9
PCR
Positivo 5 31,2 16 34,8 0,8523  0,2518-2,884  1,0000

Negativo 11 68,8 30 62,2
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4. Conclusoes

X/

+ Este estudo demonstra elevada frequéncia de RT entre pacientes com
doencas oculares. Além disso, indicam que a maioria dos pacientes com
RT apresentam baixos titulos de anticoorpos IgG anti-T. gondii, com alta
avidez. T. gondii encontra-se no sangue circulante independente da

presenca de lesbes e/ou cicatrizes resultantes da toxoplasmose;

% A presenca de cées e/ou gatos bem como ingestéo de carne crua ou mal
cozida eleva os riscos de infec¢édo por T. gondii, mas nao influenciam no

desenvolvimento da RT;

% A elevada expresséo do antigeno Le® atua como efeito protetor contra a
infecgcdo pelo T. gondii, assim como o antigeno Le® parece favorecer o

desenvolvimento da RT;

X/

% Os fatores de risco abordados neste estudo auxiliam na adocdo de
medidas preventivas contra a infec¢ao por T. gondii. E a identificacdo de
fatores imunogenéticos relacionados a infecgdo por este protozoario e
ao desenvolvimento da RT sdo de extrema importancia para a
compreensao da epidemiologia, do diagndéstico e da fisiopatologia da
RT, mesmo tendo em mente que a infeccdo por este parasito

apicomplexa é influenciada por multiplos fatores.
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Anexos

Anexo 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)

Parecer n.® 050/2009

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n® 1980/2009 sob a responsabilidade de Luiz
Carlos de Mattos, com o titulo "Associagdo entre a toxoplasmose ocular e o
perfil de glicoconjugados ABH-Lewis” estd de acordo com a resolugdo CNS
196/96 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolucdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
deverd receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia,
além do envio dos relatos de eventos adversos, com certeza para
conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério
completo ao final do Estudo.

S@o José do Rio Preto, 09 de margo de 2009.

Prof. Dr. Ant los Pires
Coordenador /FAMERP

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - Sdo José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3229-1777 - vwww.famerp.br
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Anexo 2 — Termo de consentimento livre e esclarecido

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO |[sessi B g

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Saude - Resolugdo CNS 196/96)

e

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa denominada Sistemas
histo-sanguineos como fatores de risco para a toxoplasmose ocular. O Toxoplasma gondii
€ 0 parasito que causa a toxoplasmose e essa doenga pode ser transmitida aos seres
humanos pelo gato e outros animais. Ela representa uma das principais doencas infecciosas
encontradas em pessoas com danos visuais do tipo corioretinite.

Essa pesquisa tem como objetivos identificar os tipos sanguineos ABO, Secretor,
Lewis e Duffy para determinar se essas caracteristicas genéticas favorecem ou néo a infec¢éo
pelo Toxoplasma gondii. Os resultados dessa pesquisa poderdo ajudar na compreensao dos
fatores genéticos que influenciam a infec¢é@o pelo T. gondii e poderdo beneficiar vocé e muitas

outras pessoas.

A sua participac@o nessa pesquisa € voluntaria e de extrema importancia e vocé nao
perdera os beneficios do atendimento médico aos quais tem direito, caso decida ndo participar
OU mesmo se Voceé se retirar dessa pesquisa a qualquer tempo.

Para participar como voluntario(a) nessa pesquisa sera necessario:

1. Vocé responder um questionario sobre vocé e seus hébitos de vida. Todas as informacgdes
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 identificacdo dos seus tipos sangiiineos ABO, Secretor, Lewis e Duffy. A coleta de
sangue é realizada com a introducéo 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
poderd incluir vermelhiddo e raramente deixa o local de introdugdo da agulha inchado e
com manchas roxas. O seu sangue sera utilizado apenas para analises cientificas. Vocé
deve saber que ndo havera riscos de qualquer tipo de contamina¢cdo durante a coleta de
seu sangue, pois o material utilizado sera individual e ndo contaminado. Esse material €
totalmente estéril (seringa, agulha, algoddo com alcool) e Unico para cada pessoa. Apés a
coleta de seu sangue, as agulhas, seringas e algodao utilizados seréo colocados em saco
de lixo e descartados em local seguro. Esses procedimentos serdo realizados por
profissionais com experiéncia.

Vocé sera informado(a) de todos os resultados dos exames que serdo realizados em
seu sangue e eles serdo mantidos em absoluto sigilo. Se essa pesquisa for encerrada antes do

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

Vocé receberd uma copia deste formulario de consentimento livre e esclarecido assinado e
datado.

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 declaracdo de consentimento
livre e esclarecido e os riscos descritos. Entendo que posso retirar meu consentimento ou
retirar-me dessa pesquisa a qualquer momento, sem perder nenhum beneficio aos quais tenho

direito.

................... N o [ S o |- S
Responséavel pela discusséo do Assinatura do sujeito da pesquisa
consentimento livre e esclarecido ou seu representante legal

Pesquisador responsavel

Endereco para contato:

Laboratério de Imunogenética

Departamento de Biologia Molecular - Faculdade de Medicina de S J do Rio Preto
Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416

Séo José do Rio Preto - 15090-000
Fones: (17) 3201-5854 (Faculdade)
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Anexo 3 — Ficha de dados epidemioldgicos

,_\*
Sy
HOSPITAL %%M;E%
r DE BASE {@(\,
FICHA DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS sé,{g
i ¢
No. Prontuario: Data da coleta: Cadigo do projeto:
Dados da paciente:
Nome:
Local de nascimento: Idade:
Endereco atual: N
Cidade: Estado: Telefone:
Vocé contraiu algumas dessas doencas infecto-parasitarias?
Sim | Ndo Sim | Nao Sim | Ndo
Citomegalovirus Mononucleose Leishmaniose
Rubéola Maléria Toxoplasmose
Catapora Herpes Chagas
Dados clinicos: Sim Nao
Vocé ja recebeu transfusao de sangue? Tempo?
Vocé ja teve ou tem animal doméstico em casa? Qual?
Vocé tem o habito de andar descal¢ca no solo?
Vocé tem o habito 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 sanguineo e seu fator Rh? Qual?

Dados ambientais:

Vocé mora em zona: urbana ( ) rural ( )

Quial o tipo de moradia? alvenaria ( ) madeira( ) outro ( ) °Pem

especificar

prépria( ) alugada ( ) cedida( ) outro( )

Tem rede de esgoto? Sim () ndo ( ) Sendoqualotipo? fossa( ) outro () *P

Vocé bebe agua: filtrada () fervida( ) torneira ()

Qual o destino do lixo? coleta publica () outro( ) ®Pe™e™

Onde vocé moratem: ratos( ) baratas ( ) moscas( )

Qual seu nivel escolaridade?

Qual a renda familiar em salarios minimos? 1( ) 2 ( )3 ( ) 4 ( ) acimade4( )

Etnia: Pac.: Pai: Mae:

OBS:
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Apéndices

Apéndice 1. Morfologia e ciclo biolégico de Toxoplasma gondii

T. gondii é capaz de infectar e se replicar em qualquer célula
nucleada de mamiferos e aves,”) uma caracteristica tipica dos microrganismos
apicomplexas.” Este protozoario desenvolve o ciclo heteroxeno no qual o0s
felideos, inclusive o gato doméstico, sdo os hospedeiros definitivos e os
animais de sangue quente, os hospedeiros intermediarios.®) O parasito
apresenta trés estagios infectantes: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos,®
0S quais apresentam organelas citoplasmaticas caracteristicas de seu filo e que
formam o complexo apical (conoide, anéis polares, microtubulos
subpeliculares, réptrias, micronemas e granulos densos).®

O termo “taquizoito” foi utilizado por Frenkel em 1973, para
descrever o estagio de rapida multiplicacdo do parasito. Esta presente em
quaisquer células do hospedeiro intermediario e nas células do epitélio ndo
intestinal do hospedeiro definitivo. E encontrado na fase aguda da infeccéo
dentro do vacuolo parasitéforo de varias células tais como hepaticas,
pulmonares, nervosas e musculares dentre outras. Apresenta-se na forma de
um arco e mede cerca de 2 um de largura por 6 pm de comprimento (Figura
15A).@

Os bradizoitos se encontram dentro de cistos teciduais e ao
contrario dos taquizoitos possuem multiplicagdo lenta. Alguns tipos de cepas
de bradizoitos também séo vistas durante a fase aguda da infec¢cdo e no
momento em que se torna cronica, geralmente presente nos tecidos nervoso e

muscular. O tamanho do cisto depende da célula parasitoda e do numero de
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bradizoitos presentes podendo atingir cerca de 200 um. Podem permanecer
vidveis por varios anos (Figura 15B).%

Os esporozoitos estdo contidos dentro de oocistos, 0s quais
representam a forma de resisténcia produzida nas células intestinais dos
felideos ndo imunes, sendo eliminados imaturos junto com as fezes. S&o
esféricos, medem cerca de 12,5 um de largura por 11,0 um de comprimento e
se tornam infectantes apos esporulacdo que ocorre entre trés a cinco dias de
acordo com as condicdes ambientais. Cada oocisto esporulado contém dois
esporocistos que abrigam em seu interior quatro esporozoitos (Figura 15C).*

E nos hospedeiros definitivos que o T. gondii consegue realizar todo
0 seu complexo ciclo de vida. Isso ocorre geralmente quando um gato jovem se
alimenta de outros animais (camundongos e aves) que apresentam infeccao
aguda ou crdnica, ou por oocistos maduros presentes no ambiente. Apds a
infeccdo aparecem em suas fezes oocistos imaturos e sua eliminagdo pode
durar cerca de um més. Entretanto, podem ser encontrados até um ano apos a
infeccdo no intestino de gatos infectados. Este processo € derivado da fase
sexuada (unido de macro e microgametas para formar um zigoto). A
disseminacdo da forma infectante (taquizoito) ocorre por meio da invaséo de
células do hospedeiro durante a fase assexuada, a qual recebe o nome de
endodiogenia ou endogenia, devido a rapida multiplicacdo do protozoario

(Figura 16).®
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Figura 15. Formas infectantes do T. gondii. (A) Taquizoitos livres, adaptada de

Orefice F, 2000, (B) bradizoitos em pseudocistos, adaptada de
http://anatpat.unicamp.br/lamneuro10.html e (C) oocisto esporulado,

adaptada de www.icb.ufmg.br/big/prodap/2000/toxo/oocisto.html.


http://anatpat.unicamp.br/lamneuro10.html
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Taquizoitos diferenciando em
bradizoitos e formando cistos.

L §

Oocisto liberado junto
com asfezes.

-

s
, & AR Gametdcitos passa par um
Taquizoitos invadem qualgquer A GRan e D Lb v pfmrtr:'r?sfo rtri:a fustéo para
Célula nucleada, com excessao das Cisto liberando bradizoitosno g b.la LT 000, qsuue)
hemacias. Ocorre a multiplicagéo e ~ estomago eintestino. _ matura em um oocisto.

formagao de novos taquizoitos.

Oocisto liberando BSfJOfOZOﬂOS %
que diferencia emtaquizoitose
5 invade tecidos. B -

=2\
Bradizoitos diferenciando

§ em taquizoitos (assexual) e
gametocitos.

Bradizoitos diferenciando

‘ em taguizoitos. !

Bradizoitos invadindo
celulas epiteliais e iniciando
seu processo de divisao.

Figura 16. Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. Adaptada de

http://commons.wikimedia.org/wiki/file:toxoplasmosis_life_cycle en.s
vg
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Nos humanos (hospedeiros intermediarios) a infeccdo pode ocorrer
ainda durante a gestacdo, momento em que a mae transmite taquizoitos ao
feto por via transplacentéria (transmisséo vertical). Também pode ser adquirida
ao longo do tempo (transmissao horizontal). As principais formas de infeccéo
ocorrem por meio do consumo de agua e verduras contaminadas com oocistos
esporulados e pela ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo
pseudocistos ou cistos teciduais de bradizoitos. Embora rara, a transmissao se
da por meio de transfusdo de sangue, hemoderivados e transplante de 6rgaos
(Figura 17).67

Neste grupo de hospedeiros o parasito s6é consegue se reproduzir
assexuadamente. Durante a infec¢cdo por bradizoitos ou esporozoitos o0s
mesmos se convertem em taquizoitos os quais se reproduzem rapidamente até
a lise das células infectadas. Esse processo faz com que o0s taquizoitos

invadam outras células dando origem a fase aguda da doenca.®
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Figura 17. Vias de contaminagdo por Toxoplasma gondii. Adaptada de

Lynfield e Guerina, 1997.®
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Apéndice 2. Toxoplasmose em imunocompetentes

Em individuos saudaveis a infeccdo aguda € usualmente
assintomatica ou com poucos sintomas.® No momento em que a doenca se
manifesta o principal quadro que se observa é o de linfadenopatia, que pode

ser associada a febre, fadiga, dor muscular, dor de garganta e dor de cabeca.”

Apéndice 3. Toxoplasmose em imunocomprometidos

O curso da doenca se agrava em individuos imunocomprometidos,
principalmente pacientes transplantados que necessitam de terapia
imunossupressora e portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS). Individuos com AIDS desenvolvem frequentemente neurotoxoplasmose
resultante de danos ao sistema nervoso central (SNC), possivelmente devido a
reativacdo ou ruptura de cistos presentes no cérebro.’? T. gondii é um dos
principais microrganismos oportunistas que infectam estes individuos devido a

disfuncao imune.®?

Apéndice 4. Toxoplasmose congénita

A transmisséo vertical do T. gondii ocorre por meio da multiplicagéo
de taquizoitos nas células da placenta. Eventualmente, alguns destes parasitos
atravessam a placenta, atingem a circulacdo e infectam os tecidos fetais.*? A

toxoplasmose congénita ocorre principalmente quando a mée adquire a



Fatorec de ricco para retinocoroidite toxopldemica

infeccdo primaria durante a gestacéo. Entretanto, pode ocasionalmente resultar
da infeccdo pré concepcional ou da reativacao de infeccao latente em mulheres
apresentando imunodeficiéncia grave.®*¥

Quando a infeccdo fetal é adquirida durante o primeiro trimestre
oferece maior risco que quando adquirida no segundo e terceiro trimestres da
gestacdo.(” As criancas infectadas podem manifestar desde um quadro de
retinocoroidite branda até desenvolver a Tétrade de Sabin caracterizada por
retinocoroidite, hidrocefalia, convulsdes e calcificacdo cerebral."'® Esta tétrade

pode levar ao abortamento mas nos casos de gestacdo a termo o0 recém

nascido apresenta com maior frequéncia lesdes oculares.”

Apéndice 5. Sistema histo-sanguineo ABO

A descoberta do sistema histo-sanguineo ABO ocorreu no ano de
1900 quando Karl Landsteiner observou que o plasma sanguineo de alguns
individuos aglutinava os eritrécitos de outros.®®*® Landsteiner denominou de
aglutinogénios (antigenos) A e B as substancias presentes nos eritrocitos e de
aglutininas (anticorpos) anti-A e anti-B, aquelas presentes no plasma.®&2%
Assim foi possivel classificar o sangue humano inicialmente em trés grupos
sanguineos A, B e C, sendo este ultimo conhecido modernamente como grupo
O. O quarto grupo mais raro, denominado AB, foi descrito dois anos apés por
seus colaboradores Decastello & Sturli.82°22)

O quadro 2 ilustra 0 modelo classico de Landsteiner de acordo com

a presenca ou auséncia dos antigenos e dos anticorpos do sistema histo-
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sanguineo ABO.#? A presenca dos antigenos eritrocitarios e dos anticorpos
plasmaticos confere ao sistema histo-sanguineo  ABO um grau de
complexidade peculiar que € de grande importancia nas relacbes dos seres
humanos com doencas e outras condi¢des fisiologicas.

Embora os antigenos ABH tenham sido originariamente identificados
em eritrocitos, sdo expressos em uma variedade de tecidos determinando
diferentes perfis de glicoconjugados (glicoproteinas e glicolipideos).?® Desse
modo a expressao “sistema histo-sanguineo” reflete de maneira apropriada os
varios aspectos desse sistema, que foi inicialmente proposto apenas como
sistema ABO.?%?% Estes antigenos que definem os fenétipos do sistema histo-
sanguineo ABO, sédo formados pela adicdo sequencial de monossacarideos
especificos em cadeias precursoras dissacaridicas terminais. %212

De acordo com as leis mendelianas o sistema histo-sanguineo ABO
€ de natureza autossémica com os genes A e B manifestando-se codominantes
entre si e dominantes sobre o gene 0.!82) A expressdo dos antigenos ABH
nos eritrocitos, secrecdes e mucosas € controlada por trés genes FUT1
(19913.3), FUT2 (19913.3) e ABO (9934.1) cujos alelos funcionais codificam
glicosiltransferases especificas responsaveis pela glicosilacdo de diferentes
oligossacaridios precursores (OP).?°?® A quadro 3 representa as estruturas

lineares dos OP dos antigenos do sistema histo-sanguineo ABO.?V
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Quadro 2. Grupos sanguineos do sistema ABO segundo o modelo classico de
Landsteiner.

Fendtipos Antigenos eritrocitarios  Anticorpos séricos
A A Anti-B
B B Anti-A
AB AeB -
@) H Anti-A, Anti-B, Anti-A,B

Adaptada de Beiguelman, 2003.%?
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Quadro 3. Representacdo das estruturas lineares dos oligossacarideos
precursores dos antigenos do sistema histo-sanguineo ABO. A letra

“R” indica ceramidio ou proteina.

Tipos Estrutura Terminal Formas Expressas

1 GalB1—3GIcNAcB1—R Glicoproteinas,
glicolipidios

2 GalB1—4GIcNAcB1—R Glicoproteinas,
glicolipidios

3 GalB1—3GalNAca1—R Glicolipidios

4 Galp1—3GalNAcB1—-R Glicolipidios

5 GalB1—-3Gal1—R Estrutura sintética

6 GalB1—-4GIc1—-R Glicoproteinas,
glicolipidios

Adaptada de Henry e Samuelsson, 2000.%“"
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Apéndice 6. Biossintese dos antigenos ABH nos eritrocitos

Morgan e Watkins (1948) demonstraram que o entdo denominado
antigeno O é de fato a estrutura precursora dos antigenos A e B e que
modernamente é denominado antigeno H."® Esse antigeno possui como
monossacarideo imunodominante a Fuc.?Y O gene H (FUT1; 19p13.3) codifica
a enzima a-2-L-fucosiltransferase (FUTI) a qual adiciona uma molécula de Fuc
a Gal terminal do OP tipo 2 originando o antigeno H tipo 2.4 O OP do tipo 2 é
a substancia precursora dos antigenos ABH na superficie dos eritrécitos. ?22")

O gene A codifica a enzima GTA a qual transfere uma molécula de
GalNAc ao residuo galactosil fucosilado do antigeno H para originar o antigeno
eritrocitario A. O produto do gene B é a enzima GTB responsavel pela
transferéncia de uma molécula de Gal para a Gal fucosilada do antigeno H na
formacéo do antigeno eritrocitario B.?*?5?® Dessa maneira, a expressdo dos
antigenos ABH nos eritrécitos, depende da interacao entre os genes FUT1 (H)
e ABO.???)

A auséncia da enzima FUTI impede a expressdo do antigeno H tipo
2 e mesmo que seus portadores apresentem as enzimas GTA e/ou GTB sao
incapazes de formar os antigenos ABH nos eritrocitos. Estes individuos,
identificados como portadores do genoétipo hh sdo denominados fendtipo
Bombaim. Os mesmos séo classificados como pertencentes ao grupo
sanguineo O, ndo expressam o0s antigenos ABH nos eritrécitos, mas contém os

anticorpos anti-A, anti-B, anti-A,B e anti-H no plasma.®?
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Apéndice 7. Secretores e ndo Secretores dos glicoconjugados ABH

A expressdo dos antigenos ABH nado se restringem aos eritrécitos
mas se da na forma de glicolipidios e glicoproteinas em todos os tecidos com
excecado do sistema nervoso central.#2229-3)

O fendtipo Secretor, caracterizado pela presenca dos
glicoconjugados ABH em secrecdes exoOcrinas dos tratos gastrintestinal,
geniturinario e respiratorio, € controlado por dois alelos do gene FUT2
(19913.3) denominado Se e se.’®® O alelo dominante codifica a enzima
FUTII, a qual transfere uma molécula de Fuc ao OP do tipo I, resultando no
antigeno H tipo 1. Este antigeno é o precursor dos antigenos A e B tipo 1. Na
presenca do genotipo sese ndo ocorre a expressao dos antigenos ABH tipo 1
embora aqueles do tipo 2 sejam expressos normalmente nos eritrécitos. %)
Substituicbes de nucleotideos no gene FUT2, além de comprometer a
expressao da enzima FUTII, podem modificar a suscetibilidade ou resisténcia a
doencas infecciosas,®® e imunoldgicas.®*® No manuscrito Antigenos Lewis:
potencial fator de risco para infeccdo por Toxoplasma gondii e
desenvolvimento da retinocoroidite toxopldsmica foi investigada a
substituicio G428A presente no exon dois do gene FUT2, a qual tem se
mostrado a maior responsavel pelo fendtipo ndo Secretor em todas as

populacées.®+3)

Apéndice 8. Sistema histo-sanguineo Lewis

No ano de 1946, Mourant descobriu o sistema histo-sanguineo

Lewis a partir da caracterizagdo de um anticorpo irregular denominado anti-
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Lewis a (Le®). Um segundo anticorpo descrito por Andresen (1948),
denominado anti-Lewis b (LeP) contribuiu para a caracterizagéo dos fenétipos
eritrocitarios Lewis.*822%38 Este sistema ndo é propriamente eritrocitario, pois
seus antigenos séo sintetizados no trato gastrintestinal e liberados na forma de
glicolipideos neutros para o plasma. Dai sdo adsorvidos a membrana dos
eritrocitos e de outras células do sangue, caracterizando os fenétipos Le(a+b-),
Le(a-b+), Le(a+b+) e Le(a-b-).(18:22:39:40)

A expressdo dos antigenos Le® e Le® é controlada pelo gene FUT3
(19913.3) o qual possui dois principais alelos: Le e le.*® O alelo funcional Le
codifica a enzima FUTIII a qual € capaz de adicionar moléculas de Fuc a
diferentes estruturas precursoras. Além disso, interage com o gene FUT2 no
controle da expressdo dos antigenos Le? e LeP. A FUTIIl transfere uma
molécula de Fuc ao OP do tipo 1 para formar o antigeno Le®. O antigeno Le® é
sintetizado a partir da adicdo de uma molécula de Fuc ao antigeno H tipo 1
produzido sob acdo da FUTII. Portanto a expressdo do antigeno Le" é
dependente de interacdo entre a FUTII e FUTIII. Estes antigenos ndo serao
sintetizados na auséncia da FUTIII mesmo que a FUTIl esteja presente,
caracterizando o fenétipo Le(a-b-).®"**3) A figura 18 ilustra a biossintese dos
antigenos ABH-Lewis a partir do OP do tipo 1.

Portadores do fenétipo fraco Secretor (Se"Se" ou Se"se) expressam
a FUTII com baixa atividade e por sintetizarem quantidades equivalentes dos
antigenos Le® e Le® apresentam o fenétipo Le(a+b+).“* As frequéncias dos
fendtipos eritrocitarios Lewis variam de acordo com 0s grupos eétnicos

analisados. De maneira geral o fenétipo Le(atb-) € encontrado em 22% dos
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caucasianos, o Le(a-b+) em 72% e o Le(a-b-) em 6%. Este ultimo € raro em
asiaticos mas atinge percentuais de 20 a 25% em negros e afro
descendentes.®

As interacdes entre as glicosiltransferases dos sistemas histo-
sanguineos ABO (GTA e GTB), Secretor (FUTII) e Lewis (FUTIII) resultam na
expressdo de diferentes perfis de glicoconjugados nas secrecfes exocrinas e
outros tecidos.®? Estes perfis variam desde aqueles que expressam todos os
tipos de glicoconjugados (AB, Secretor, Le(a+b+)) até 0s que expressam
apenas 0 OP (O, ndo Secretor, Le(a-b-)).?® A acdo da FUTIII sobre os
antigenos A e B tipo 1 os convertem em ALe® e BLe® respectivamente.“® O
gene FUT3 apresenta mutagbes pontuais (T59G, G508A, T1067A, T202C,
C314T, C445T, G484A, G667A, GB08A, G760A, G13A, G1022T e G47C), as
quais além de inativar ou reduzir a atividade da FUTIII, contribui para a

expressdo do fendtipo Le(a-b-).“340)

No manuscrito Antigenos Lewis:
potencial fator de risco para infeccdo por Toxoplasma gondii e
desenvolvimento da retinocoroidite toxoplasmica foram analisadas as

mutacdes T202C e C314T comuns em caucasianos,“**® tendo sido inclusive

encontradas em nossa regido.
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Abstract|

This prospective study evaluated the value of laboratorial diagnosis in ocular toxoplasmosis analyzing peripheral blood samples from a
group of Brazilian patients by immunologic and molecular methods. We analyzed blood samples from 184 immunocompetent patients with
ocular disorders divided into 2 groups: Group I, composed of samples from 49 patients with ocular toxoplasmosis diagnosed by clinical
feamres; Group 11, samples from 135 patients with other ocular diseases. Samples were assayed by conventional polymerase chain reaction
{cnPCR), real-time PCR (gPCR) for Toxeplasma gondii, indirect immunofluorescence reaction (IF), avidity test (crude tachyzoite lysate as
antigen), and excreted —secreted tachyzoite proteins as antigen (ESA-ELISA). enPCR and qPCR profiles were concordant in all samples.
Positive PCR was shown in 40.8% of group 1 patients. The majority of the positive blood samples (75%) were taken from patients with
toxoplasmic retinochomiditis scars, and the others (25%), from patients with retinal exudative lesions. Despite that 86 of the 135 patients
from Group 11 had asymptomatic toxoplasmosis, all DNA blood samples had negative PCR. Concordant results were shown in the data
obtained by serologic methods. Around 24% of the patients with ocular toxoplasmosis had high antibody titers determined by ESA-ELISA
and IF. Anti-ESA antibodies are shown principally in patients with active infection. Collectively, these data demonstrate the presence of
tachyzoites in the blood of patients with chronic infection, supporting the idea of recurrent disease. Circulating parasites in blood of
immunocompetent individuals may be associated with the reactivation of the ocular disease.

@ 2011 Elevier Inc. All rights reserved.
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Apéndice 11. Resumo apresentado e premiado em 1° lugar na
apresentacdao em forma de poOster durante a lll Jornada de Ginecologia e
Obstetricia da SOGESP - Regido Noroeste/Sudoeste, Centro de
Convencgdes da UNIP, Sdo José do Rio Preto, SP, 2009.

INFECGAO POR TOXOPLASMA GONDII E FENOTIPOS DO SISTEMA HISTO-
SANGUINEO LEWIS: RESULTADOS PRELIMINARES
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Introdugao: O Toxoplasma gondii infecta os seres humanos utilizando como rota de
infeccio o trato gastrintestinal humano. Ha evidéncias de que este parasito utiliza
moléculas glicosiladas expressas pelo hospedeiro como potenciais receptores para
aderir ao epitélio gastrintestinal. O sistema histo-sanguineo Lewis também se
expressa no trato gastrintestinal sob controle dos genes FUTZ e FUTS3, por meio da
sintese dos antigenos glicosilados Le® e Le”, os quais definem os fendtipos Le(a+b-),
Le(a-b+) e Le(a-b-). Estes eventos aparentemente independentes ocorrem no
mesmo orgao e podem estar relacionados entre si. Portanto, € possivel que a
infeccdo por T. gondii seja influenciada pela variabilidade de moléculas resultantes
da glicosilacio do trato gastrintestinal pelo sistema histo-sangineo Lewis. Objetivo:
O objetivo deste trabalho foi investigar a associacdo entre a infecgdo por T.gondiie o
sistema histo-sanguineo Lewis. Metodologia: Duzentas & onze amostras de DNA
gendmico coletadas de gestantes caucasianas e ndo caucasianas foram analisadas.
As mutactes G4284 do cene FUTZ e C3714T do aene FUTS3. identificadas por PCR-
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RFLP & PCR-SSP raespectivamente, foram utilizadas para inferir os fandtipos Lewis.
A detecgdo de anticorpos IgM e IgG anti-T .gondii foi realizada pelo método
hemaglutinago indireta. Resultados: Das 211 gestantes investigadas 115 (54,5%)
mostraram-se reagentes e 96 (45,5%) ndo reagentes. Das 115 gestantes reagentes,
31 (24%) eram Le(a+b-), 79 (69%) eram Le(a-b+) e 5 (4%) eram Le(a-b-); das 96
ndo reagentes, 20 (21%) eram Le(a+b-) & 76 (78%), Le(a-b+). Estas diferencas néo
foram estatisticamente significantes na presencga e na auséncia de infeccdo por T.
gondii (p=0,056 pelo teste exato de Fisher). Conclusao: Os resultados parecem
indicar auséncia de associaco entre a infecgdo por T. gondii e o sistema histo-
sanguineo Lewis embora o valor p tenha se mostrado proximo ao limite de
significdncia para o fendtipo Le(a-b-) em relagBo aos demais fendtipos Lewis
[Le(a+b-) e Le(a-b+)]. E possivel que a ocorréncia de outras mutagdes no gene
FUT3, ainda n&o investigadas neste trabalho, possam influenciar a relagéo entre a
infeccdo por T. gondii e o sistema histo-sanguineo Lewis.

Apoio: BAP/FAMERP; CAPES-DS
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Apéndice 12 — Resumo apresentado e premiado em 2° lugar na
apresentacao em forma de poOster durante a lll Jornada de Ginecologia e
Obstetricia da SOGESP - Regido Noroeste/Sudoeste, Centro de
Convencdes da UNIP, Sao José do Rio Preto, SP, 2009.

PRE‘.I’ALENF:IA DE TOXOPLASMOSE GESTACIONAL/CONGENITAEM MAES E
SEUS RECEM-NASCIDOS DE UM HOSPITAL ESCOLA (SUS)

Spegiorin LCJF; Brand&o de Mattos CC; Ferreira AIC; Nakashima F; Meira CS;
Gomes AHS; Oliani AH; Pereira-Chioceola VL; Mattos LC

Departamento de Biologia Molecular - FAMERP
Departamento de Ginecologia e Obstetricia - FAMERP
Instituto Adolfo Lutz — IAL-SP

Este estudo avaliou a prevaléncia da toxoplasmose congénita em um grupos de
gestantes de baixa renda, atendidas no Ambulatério de Gestagdo de Alto Risco,
Hospital de Base (FUNFARME). Material e Método: em um periodo de 15 meses
foram coletadas 174 amostras de soro de 87 de gestantes com suspeita de infeccéo
por Toxoplasma gondii e 87 de sangue de corddo umbilical de seus recém-nascidos.
Para a determinacio de anticorpos IgM anti-T. gondii no soro materno foi utilizado a
imunofluorescéncia indirata (IFl). Todas as amostras foram avaliadas pelo método
ELISA e para o teste de avidez para IgG. Do total, 13 encontravam-se no 1°
trimestre, 35 no 2° trimestre & 38 no 3° trimestre de gravidez. Resultados: Do total
analisado, 56 gestantes e seus neonatos apresentaram IgG anti-T. gondii. Em 40
destas gestantes e seus recém-nascidos, o teste de avidez para IgG foi maior que
40%, sugerindo infecgdo crdnica no inicio da gravidez; em 16 gestantes os valores
de avidez situaram-se entre 15-38%, sugerindo infecgcBo aguda. Mao foram
observados resultados com avidez abaixo de 15%, possivelmente devido ao
encaminhamento tardio ao servigo de gestacio de alto risco (durante ou depois do
2% trimestre. Apenas duas gestantes apresentaram sorologia IgM  positiva
determinada pelo método IFl. Conclusao: O uso de métodos de boa sensibilidade e
especificidade em fase gestacional precoce & grande importancia para o avaliagio
dos riscos de transmissdo congénita do T. gondii.

Palavras-chaves: toxoplasmose congénita; prevaléncia; gestantes de alto risco;
Toxoplasma gondii
Apoio: BAP-FAMERP, CAPES & FAPESP
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Apéndice 13 — Resumo apresentado em forma de pdéster durante o
XLVI Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical -
MEDTROP 2010 - Foz do Iguacu, PR, 2010.

PREVALENCIA DE ANTICORPOS IgG ANTI-Toxoplasma gondii EM PACIENTES
ATENDIDOS EM UM AMBULATORIO DE OFTALMOLOGIA DA REGIAO
NOROESTE DO ESTADO DE SAO PAULO.

Ana lara C Ferreiral; Cinara CB Mattos'; Fabio B Frederico® Gildasio C Almeida
Junior?; Fabiana Nakashima®: Daniela PT Nunes!: Cristina S Meira®; Vera L Pereira-
Chioccola®; Luiz C de Mattos?.

Laboratério de Imunogenética — Departamento de Biologia Molecular — Faculdade de
Medicina de Séo José do Rio Preto — FAMERP;

“Ambutalério de Oftalmologia — Fundacdo Faculdade Regional de Medicina de S&o
José do Rio Preto — FUNFARME;

%|nstituto Adolfo Lutz — IAL — S&o Paulo.

Apoio financeiro: CNPq (473579/2009-0); FAPESP (08/09311-0), CAPES-DS.

Introducéo

A toxoplasmose ocular € uma das mais importantes causas de uveites posteriores,
resultante da infeccdo por Toxoplasma gondii, podendo ser congénita ou adquirida.
Suas manifestacdes clinicas podem ser precoces ou tardias, causando lesbes graves
e irreversiveis, portanto, o diagndstico precoce é fundamental para que se aplique a
intervengéo adequada.

Objetivo

Verificar a prevaléncia de anticorpos IgG anti-T. gondii em pacientes atendidos em um
Ambulatério de Oftalmologia.

Material e métodos

ApOs esclarecimento e obteng&o do termo de consentimento, foram entrevistados 198
pacientes de ambos os sexos e de diferentes faixas etarias, atendidos no Ambulatério
de Oftalmologia da Fundacédo Faculdade Regional de Medicina de Sao José do Rio
Preto, servico publico de saude (SUS) da regido noroeste paulista. No periodo de abril
a novembro de 2009, foram coletadas amostras de sangue periférico para a pesquisa
de anticorpos IgG anti-T.gondii; os testes foram feitos em microplacas de ELISA,
sensibilizadas com antigenos especificos para cepa RH produzidos “in-house”.
Resultados

Dos pacientes selecionados 100 eram do sexo masculino e 98 do sexo feminino e a
média de idade foi igual a 56,7 anos (SD %15,8). Do total de 198 amostras analisadas,
77,8% (154/198) mostraram-se reagentes e 22,2% (44/198) nao reagentes para
anticorpos IgG anti-T. gondii.

Concluséao

Os resultados mostram que a prevaléncia de sorologia reagente para T. gondii é
elevada entre os pacientes selecionados e que a mesma pode estar relacionada a
infeccdo congénita ou adquirida da infeccéo por este parasito Apicomplexa.
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Apéndice 14 — Resumo apresentado em forma de pdster durante o
XLVI Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical -
MEDTROP 2010 - Foz do Iguacu, PR, 2010.

FATORES DE RISCO PARA IN,FEC(;AO POR Toxoplasma gondii EM PACIENTES
ATENDIDOS EM UM AMBULATORIO DE OFTALMOLOGIA, (SUS) DA “REGIAO
DOS GRANDES LAGOS”, NOROESTE PAULISTA.

Ana lara C Ferreiral; Cinara CB Mattos'; Fabio B Frederico® Gildasio C Almeida
Junior?; Vera L Pereira-Chioccola®; Luiz C de Mattos®.

Laboratério de Imunogenética — Departamento de Biologia Molecular — Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto — FAMERP;

“Ambutalério de Oftalmologia — Fundacdo Faculdade Regional de Medicina de S&o
José do Rio Preto — FUNFARME;

%|nstituto Adolfo Lutz — IAL — S&0 Paulo.

Apoio financeiro: CNPq (473579/2009-0); FAPESP (08/09311-0), CAPES-DS.
Introducéo

Toxoplasma gondii, 0 agente etiolégico da toxoplasmose, além de infectar grande
namero de individuos, pode afetar a retina dando origem a toxoplasmose ocular. A
forma de infeccdo pode ser adquirida ou congénita. A regido noroeste paulista é
também conhecida como “Regiao dos Grandes Lagos”, pelo grande numero de lagos
artificiais, naturais e rios.

Objetivo

Relatar os fatores de risco para a infeccdo por T. gondii de pacientes de um
ambulatério de oftalmologia.

Material e métodos

Foram entrevistados 198 pacientes atendidos no Ambulatério de Oftalmologia da
FUNFARME, hospital escola (SUS), anotados fatores de risco, num periodo de 8
meses. Para a pesquisa de anticorpos IgG anti-T.gondii foi utilizado o teste de ELISA
em microplaca.

Resultados

Apresentaram sorologia reagente 77,8% (154/198) e 22,2% (44/198) ndo reagente.
Relataram histéria prévia de transfusdo de sangue 20,2% (40/198); 36,9% (73/198)
ingerir carne crua ou mal cozida; 50,5% (100/198) ingerir leite cru; 96,5% (191/198)
afirmaram lavar corretamente os alimentos e 46,5% (92/198) fazer o uso de agua
filtrada; 79,3% (157/198) possuir algum tipo de animal doméstico; 94,4% (187/198)
residir na zona urbana, entretanto, desses 33,2 % (62/187) alegaram ja ter morado na
zona rural. Quanto ao tipo de moradia: 99,5% (197/198) vivem em casa de alvenaria,
73,7% (146/198) possuem casa propria; 93,9% (186/198) usufruem de saneamento
basico; 27,3% (54/198) tém o habito de andar descalco no solo e 23,7% (47/198)
relataram a presenca de rato, barata ou mosca em suas residéncias.

Concluséo

Os fatores de risco descritos esclarecem os habitos populacionais e despertam a
atencdo para a necessidade de um trabalho educacional de prevencdo para os
habitantes desta regiéo.
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Apéndice 15 - Resumo apresentado em forma de poéster durante o V
Congresso da Sociedade Paulista de Parasitologia — Guarulhos, SP, 2010.

4, (Esp. 1), 2010

ZAUSN

CORIORRETINITE TOXOPLASMICA E SISTEMAS HISTO-SANGUINEOS ABO E DUFFY.

AMA |ARA C FERREIRA'; CINARA C BRANDADC DE MATTOS" FABIO B FREDERICCH; GILDASIO C ALMEIDA JUMIOR
CRISTINA 5 MEIRA?; VERA L PEREIRA-CHIOCCOLAY, LUIZ C DE MATTOS .

A conlorretmite toxoplasmica, doenca resultante da mfecg@o por Toxoplasma gondii, caracteriza-se pela pre-
senca de necroses retinianas e edema coroidal. A sorologia reagente para T. gondil pressupde que os individuos
afetados tenham sido expostos a este parasito apicomplexa. Recentes estudos sugenram que o T. gondin utiliza mo-
léculas glicosiladas como potenciais receptores para a invaso celular. (O objetivo deste estudo foi mvestigar se ha
associacio entre a corlometinite toxoplasmica e os sistemas histo-sanguineos ABO e Duffy, os quais se caracterizam
pela expressio de antigenos glicosilados nos eritrdcitos e em outros tecidos. Cento e noventa pacientes atendidos
no Ambulatirio de Oftalmologia da FUNFARME foram selecionados e divididos em dois grupos de acordo com a
presenca (Gl ; n=44) ou auséncia (G2; n=146) de lesio e'ou cicatriz cororretiniana. Todos apresentavam anticorpos
IeGG anti-T. gondil da cepa RH determinados por ELISA. Apas receberem explicaces detalhadas sobre os ohjetivos
do estudo, todos assinaram o termo de consentimemto livre e esclarecido. Uma amostra de sangue foi coledada de
cada paciente. A identificacio dos fendtipos entrocitarios ABO e Duffy foram realizadas pelos métodos em tubo e
gel centrifugacio (Diamed, Brasil), respectivamente. (0 teste qui-quadrado fol usado para comparar as frequéncias
dos fenotipos entre os grupos. As frequéncias dos fenotipos entrocitdnios A, B, AB e O foram 1guais a 52,3% (n=23),
4.5% (n=2), 2.3% (n=1) e 40,9% (n=18) para Gl e41.,1% (n=603, 13.0% (n=19), 1.4% (n=2) e 44.5% (n=065)para G2
ix2: 3.436; p=0,3292; GL 3), respectivamente. As frequéncias dos fenotipos entrocitanios Fy(a+h+), Fy(a+th-), Fy(a-
b+) e Fy{a=b«) foram iguais a 36, 4% (n=16), 25,0% (n=11), 31,8% (n=14) e 6.8% (n=3) para G| e 35,6% (n=52),
22.6% (n=33), 36,3% (n=53) e 5,5 (n=R8) para G2 (y2: 0,3866; p=0,9430; GL 3), respectivamente. (s resultados
demonstram que ndo ha associagio entre a comormetinite toxoplasmica e os fenotipos entrocitanios ABO e Duffy. Pa-
lavras-chave: Toxoplasmose ocular; Toxoplasma gondn; sistema ABQ, sistema Duffy, grupos sanguineos humanos;
corioretinite toxoplasmica. Suporte: CWPg 473579/2009-0; CAPES e FAPESP 2000/17540-2,
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Apéndice 16 — Resumo apresentado e premiado em 3° lugar na
apresentacdo em forma de péster durante o V Congresso da Sociedade
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AUSENCIA DOS ANTIGENOS Lea E Leb NO TRATO GASTRINTESTINAL ESTA ASSOCIADA
A INFECCAO POR TOXOPASMA GONDII DA CEPA RH EM GESTANTES

FABIANA NAKASHIMA CINARA C. BRANDAD DE MATTOS ; ANA |IARA C. FERREIRA';
LIGIA C. J. F. SPERGICRIN CRISTINA . MEIRAY; VERA L. PEREIRA-CHIOCCOLA% LUIZ C. DE MATTOS

A interacio entre os genes FUT2 (19913.3) e FUT3 (19p13.3) resulta na sintese dos antigenos Lea e Leb,
os quais determinam os fendtipos Le(at+b-), Le(a+b+) e Le{a-b-) do sistema histo-sanguineo Lewis no trato
gastrintestinal. Este local € utilizado por Toxoplasma gondii como rota de infeccio. Considerando tais eventos,
este trabalho investigou a associagio entre os fenotipos Lewis e a infecgio por T, gondii da cepa RH. Dois gru-
pos (reagentes [n=116] e ndo reagentes [n=79]) de gestantes foram constituidos de acordo com os resultados
concordantes dos testes hemaglutinagio indireta e ELISA, utilizados na identificagio de anticorpos 1gG anti-
T gondii da cepa RH. A determinacio dos fendtipos Lewis fol inferida a partir da genotipagem das mutactes
G428A do gene FUT2 e T202C e C314T do gene FUT3 por PCR-RFLP e PCR-55P, respectivamente. () teste
exato de Fisher foi utilizado para comparacio das frequencias dos fenotipos Lewis entre os grupos analisa-
dos. Mo grupo reagente, 18 {100%) apresentaram o fenotipo Le{a-b-), 30 (71,4%) o Le(at+b«) e 68 {50,4%),
Le(a+b+); no grupo nio reagente, 12 (28,6%) eram Le(a+b-) e 67 (49,6%) Le(a+b+). As frequencias dos fe-
notipos Lewis apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (p<0,0001; ¥2=19.400;
2 GL). O fenotipo Le(a-b-) mostrou-se associado 3 presenca de infecgio por T. gondii da cepa RH em com-
paracio aos demais fendtipos Lewis [Le(a-b-) V& Le(a+h-), p=0,011%; Le{a-b-} V5 Le(ath+), p=0,0001].
(0 percentual de infecgdo também fol malor no fendtipo Le(at+b-) que no Le{a+b+) [Le(at+b-) V5 Le(atb+],
p00206]. Os resultados demonstram que o fendtipo Le(a-b-) estda fortemente associado & infecclo por T,
gondii da cepa BH e € possivel que a auséncia dos antigenos Lea e Leb neste fenotipo favorega a infeccio em
gestantes. Além disso, as variacdes estruturais dos antigenos Lewis podem estar relacionadas 4 suscetibilidade
diferencial a infeccio nas gestantes portadoras dos fenotipos Le(at+b-) e Le{at+b+). Apoio: BAP-FAMERP;
CAPES; CNPqg e FAPESP
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Apéndice 17 — Resumo apresentado em forma de poéster durante o V
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AVALIACAO DO PERFIL SOROLOGICO DE PACIENTES COM TOXOPLASMOSE OCULAR
PROVENIENTES DE SAO JOSE DO RIO PRETO

CRISTINA S MEIRA", CINARA C. BRANDAD DE MATTOS?, ANA |IARA C. FERREIRAZ,
ROBERTO M. HIRAMOTO', FABIO B. FREDERICO®, GILDASIOC. ALMEIDA JR 2,
LUIZ C. DE MATTOS*, VERA LUCIA PEREIRA-CHIOCCOLA

A toxoplasmose ocular € resultante de infeccio congénita ou adguirnida por Toxoplasma gondil. Cerca de 20%;
dos casos de infecclo adguinda evoluem para retinocoroidite. (0 diagnéstico laboratoral auxilia o diagnostico cli-
nico principalmente quando o quadro € atipico. Os nivels de anticorpos podem ser baixos mesmo na ocomréncia da
doenca ocular grave, sendo os testes sorologicos utilizados para confirmar a exposicio prévia ao parasita ou excluir
adoenca. Este estudo avalia o perfil sorologico de pacientes com toxoplasmose ocular da regido de 530 Jose do Rio
Preto-5P, empregando-se diferentes metodologias e antigenos de T. gondii. Foram analisados 38 soros de pacientes
com diagnostico clinico de toxoplasmose ocular. Os imunocensatos para avaliar IgG anti=T, gondn foram: 1. R1F], com
antigenos de taquizoitos integros formalizados em ldminas; 1. ELISA, utilizando antigeno de lisado bruto de tagui-
zoitos (TCL); ui. Teste de avidez, por ELISA em quadruplicata e tratado com ureia 6M; e iv. ESA-ELISA, utilizando
como antigeno as proteinas excretadas-secretadas de taquizoitos (ESA), obtidos de sobrenadamtes de culturas de
tecidos nfectadas com taquizoitos, que diferenciam a infecgdo ativa. ESA-ELISA foi expressa por valores relativos
(VR= D0 amostra/DOcut-0ff) e o teste de avidez em porcentagem. ELISA e teste de avidez mostraram que todos os
pacientes foram positivos, com altos indices de avidez (60 a2 97%) indicando estarem na fase crénica de infeccio. A
RIFI mostrou que maioria dos pacientes 4 7,4%, (N=1 &) apresentou titulos baixos (16); titulos intermedidrios (32-512)
foram observados em 34.2% (N=13)e titulos altos (=1024) em | §,4% (N=T)dos pacientes. ESA-ELISA fol negativa
em 10 (26,3%:) pacientes. Valores intermediaros (VR até 6) foram observados em 23 (60,5%)e altos (VR acima de T)
em 5 pacientes (13,2%:). Estes dados mostram gue a maioria dos pacientes com toxoplasmose ocular apresenta baixos
titulos de anticorpos séricos e baixa parasitemia como determinada pela ESA-ELISA. Suporte: FAPESP (processos:
20080093 11-0, 2009091 68-6 e 2009/1 7540-2); CNPg (processo: 473579/2009-0)e CAPES.
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Apéndice 18 — Resumo apresentado e premiado em 2° |lugar na
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GENOTIPAGEM DE ISOLADOS DE TOXOPLASMA GONDII
PROVENIENTES DE PACIENTES COM TOXOPLASMOSE OCULAR RESIDENTES
EMSAQ JOSE DO RIO PRETQ, SAQ PAULO, BR

ISABELLE M. R. FERREIRA,", CINARA C. BRANDAD DE MATTOS?,
ANA JARA C FERREIRAY FABIO B. FREDERICCY, GILDASIO C. ALMEIDA JR.2,
LUIZ C. DE MATTOS?, VERA LUCIA PEREIRA-CHICCCOLA

Atoxoplasmose € uma infeccio causada pelo Toxoplasma gondi, apresentando diferentes formas clinicas dentre
elas a ocular. Esta forma € uma das mais importantes causas mundiais de uveites postenores (retinocoroidite). Pode
ser de origem congénita com manifestagdes clinicas precoces ou tardias, ou ainda ser adquinda apos o nascimento, A
manifestagdo ocular mais comum € a retinocoroidite granulomatosa necrotizante que pode vir acompanhada de outras
alteragGes oculares. As analises genéticas de populagtes de T. gondii sfo de extrema importdncia medica tais comao,
compreender padries epidemiologicos, diferentes manifestagtes da doenga e servir de suporte para novas estratégias
como vacinagio, tratamento e diagnostico. Este estudo mvestigou as caracteristicas genéticas de | 0 amostras clinicas
provenientes de pacientes com toxoplasmose ocular. Todos foram provenientes pacientes da regifo de S&o Jose do
Rio Preto, no estado de 530 Paulo. As amostras de DNA extraidas de sangue foram previamente encaminhadas para
0 laboratonio para realizar o diagnostico molecular da toxoplasmose e apresentaram resultados positivos na PCR,
utilizando-se osiniciadores B22 e B23 do gene Bl de T. gondii. As penotipagens foram determinadas por PCR-EFLP
utilizando 11 marcadores genéticos: SAG], SAG2 (5"-8AG2 e 3'-8AG2), SAG3.BTUB, GRAG, c22-8, ¢20-2, L3588,
PK |, novo SAG2 e Apico. Osprodutos de PCR. foram digeridos com enzimas de restricio e analisados em gel de aga-
mse por eletroforese. Foram utilizadas 9 cepas como controle (GTL RH, PTG, ME49.CTG, VEG, COUGAR, MAS,
TgCatBrs) com padrdes genotipicos conhecidos. As analises genéticas mostraram que os 10 pacientes albergavam
cepas polimarficas, embora duas delas apresentaram um tnico gendtipo em 9 loct gengéticos. Estes dados mdicam
uma elevada taxa de recombinaco entre os arquetipos 1, [T e 111 Tais caracteristicas podem estar correlacionadas com
a severidade da doenca observada em pacientes brasileiros. Fmanciamentos FAPESP- Processos n® 20080093110
2009/05505-8; CNPqg - Proc 301531,/2009.9.
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HLA-DRB1*01 AND HLA-DRBI*03 ALLELES AS RISK FACTORS TO
TOXOPLASMIC RETINOCHOROIDITIS

L. C. De Mattos',J. R Cintra', A. LC. Ferreira',C. C. Brandio De Mattos', F. B.
Freﬂerituz, . C. Almeida Jrz, V. L. Pereira-Chioceola®

"Molecular Biology Department / Immunogenetics Laboratory, Faculdade de Medicina de Sio
José do Rio Preto - FAMERP, Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brazil

‘Ophthalmology Outpatient Clinic, Fundagdo Faculdade Regional de Medicina - FUNFARME,
Sido José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brazil

* Department of Parasitology, Instituto Adolfo Lutz - IAL, Sdo Paulo, Sio Paulo, Brazil

The HLA class | and II genes control the immune response and influence the susceptibility and resistance to
infectious/parasitic diseases. The toxoplasmic retinochoroiditis (TR), a disease characterized by ocular
sequelae, is linked to the Toxoplasma gondii infection and seems to be dependent on the infecting strains and
the penetic traits of the hosts. This study aimed to verify if HLA-DRBI alleles are risk factors for TR. Three
groups of individuals were enrolled: 40 patients with TR (G1), 48 patients without ocular lesions ((G2), and
196 bone marrow voluntary donors ((G3). Gl and G2 received medical attention in the Ophthalmology
Outpatient Clinic of the teaching Hospital de Base (FUNFARME) and all of them had ELISA 1gG anti-T
gondii reagent specific for RH strain . G3 presented no clinical evidences of ocular lesions. The diagnosis of
TR was performed in a routine ophthalmoscopic examination by an expert ophthalmologist (FBF) taking into
account the vetina visualization and the description of the characteristic, the site and the size of lesions. The
HLA DRBI genotyping was assaved by PCR-S80P low resolution method using the genomic DNA
extracted from white blood cells. The Exact Fisher's text was used to assess the significance of the
proportions among the groups (p<0.05). The frequency of HLA-DRB1*01 allele was associated with high
risk to develop TR in (1 when compared with G2 {OR: 2,934; IC 93%: 1,132-7 607, p=0.0373) and (3
(OR: 2,687 IC 93%: 1,374.5236; p=0.0061). On the other hand, the frequency of HLA-DRBI*03 was
associated with low risk to develop TR in G2 when compared with G3 (OR: 0.4382; 1C 93%: 0.2365-0.8119;
p=0.0108). These results sugpest that the HLA-DRB1*0] and HLA-DRB1*03 alleles could affect the nature
of the immune response to T gondii RH strains modifyving the susceptibility and resistance for the
development of TR, respectively.
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VALUE OF THE LABORATORIAL DIAGNOSIS OF OCULAR
TOXOPLASMOSIS IN BRAZILIAN PATIENTS
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The chronic form of toxoplasmosis exists in up to one-third of the human population. Only 10-20% of cases
of T, gondii infection are symptomatic and most of them result in retinochoroiditis. In Brazil, the ocular form
is responsible for 30-80% of the cases. We have shown that PCR and ESA-ELISA (using excreted-secreted
tachyzoite proteins as antipen) were able to distinguish patients with the active infection as in cerebral
toxoplasmosis from those sera-positive individuals. This study evaluated the value of the laboratorial
diagnosis in ocular toxoplasmesis, including the moelecular and the serclogical tests using peripheral blood
samples. We prospectively analvzed blood samples from 184 patients with ocular disorders divided into two
geoups. The Group | was composed of samples from 49 patients with ocular toxoplasmoesis diagnosed by
clinical features. The Group 1l was formed with samples from 133 patients with other ocular diseases.
Samples were assaved using conventional and real-ime PCR for T gondii; indirect immunofluorescence
(IFy; ELISA-avidity test (crude tachyzoite lyvzate as antigen); and ESA-ELISA. Conventional and Real-Time
PCR were concordant in all samples. Sensitivity and specificity for both methodologies for diagnosis of
ocular toxoplasmosis in blood were 38.8% and 100% respectively. All sera from Group | had anti T. gondii
IgG antibodies. High titles were shown in 22.4% (11 patients) of them. Additionally, |1'lg|lﬂllt'lbl:-|i‘v titles
determined by ESA-ELISA, which could be correlated with active infection, were shown in 12 patients |
24.5%). Out of the 133 patients of the Group I1, 86 {63.7%) were sera-positive for toxoplasmosis, but none
had active infection {detected by ESA- ELISA and PCR). ELISA-avidity test detected anti-T" gondii 1gG
antibodies with high avidity in 100% of the sera (both groups). These findings showed that the serological
and molecular diagnosis, determined in blood, had low value for the diagnosis of ocular toxoplasmosis, since
the majority of patients present low titers of anti-TT gondii 1gG antibodies. However, 20-40% of them had
parasite in the blood, which could be associated with the reactivation of the ocular disease.
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LE(A-B-) PHENOTYPE 15 ASSOCIATED TO TOXOPLASMA GONDII RH
STRAIN INFECTION IN BRAZILIAN PREGNANT WOMEN.,
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FUTHI enzyme coded by FUTT gene (19p13.3) synthesize Le® and Le® antigens in the gastro intestinal tract,
a usual route of infection by Toxoplasma gondii. The adsorption of these antigens to ervthrocytes determines
the phenotypes Le(zth-) and Le(a-b+), but the lack of them allow the expression of Le{a-b<). This study
aimed to verify if the Lewis phenotypes are associated with infection by I gordii RH strain among Brazilian
pregnant women. 195 pregnant women who received medical attention at the High Risk Pregnancy
Outpatient Clinic of the teaching Hospital de Base (FUNFARME) were enrolled. They were separated
according the presence (G1: n=116) and the absence ((G2: n=79) of anti-T" gondii antibodies specific for RH
strain. Only cases with concordant results determined by indirect hemagglutination and ELISA were
considered for analysis. The Lewis phenotypes were inferred from the genotyping of FUT2 gene (G4284A
SNP) and FUTS gene (T202C and C314T SNPs) using PCR-RFLP and PCR-85P, respectively. The chi-
square, the exact'’s Fisher text and the Odds Ratio values were used to compare the frequencies between the
groups. The frequencies of the Lewis phenotypes in (G1 were: Le(a-b-) 13.3% (n=18), Le(a+b-) 25.9%
(n=30) and Le{a-b+) 38.6% (n=6%); in G2 were Le{a-b-) (%4 (n=0Y% Le{at+b-) 15.2% (n=12) and Le{a-br+)
84 8% (n=68) (¥2 19,400; p<0,0001; DF 2). The differences in the frequencies of Le{a-b<) was statistically
significant when compared with Le{at+b-) [p=0,0118; OD=15.165; IC 93%=0.8463-271.710] and Le{a-k+)
[p=0,0001: OD=36460; IC 93%=2.132-617.680]. The results shown that the Le{a-b-) is associated with the
presence of anti-T. gondii RH strain antibodies. It can be presumed that the zhsence of Le® and Le” antigens
increase the risk of infection by T gondii RH strain among Brazilian pregnant women.

Key words: Lewis histo-blood group system: Toxoplasma gondii; toxoplasmosis, FUTS; FUT2, pregancy.
Financial support: BAP-FAMERP; CAPES; CNPg
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Toxoplasma gondii is a worldwide parasite infecting warm-blooded animals including humans.
To penetrate the intracellular environment T. gondii releases micronemal proteins which bind
carbohydrates expressed by the host cell. The Lewis a antigen (Le®), a monofucosylated
oligosaccharide, is highly expressed by individuals carrying both the G428A SNP in the FUT2
gene (19q13.3) and a functional a3/4-fucosyltransferase (FUTIII) coded by FUT3 gene
(19p13.3). This antigen belongs to the lactoseries of carbohydrates which are expressed in the
vertebrate retinal. Besides, Le® has been mentioned as receptor for some microorganisms.
This study aimed to verify if the Le® antigen is associated with TR. 256 patients who have
received medical attention at Ophthalmology Outpatient Clinic from FUNFARME were
enrolled. TR diagnosis was performed in a routine ophthalmoscopic examination by an expert
ophthalmologist taking into account the retina visualization and the description of the
characteristic, the site and the size of lesions. From the overall, 71 patients presented active
lesions and or retinal scars (Group 1) and 185, other ocular diseases no related to T. gondii
infection (Group 2). All of them had ELISA IgG anti-T. gondii reagent. The identification of Le®
antigen was assayed by gel centrifugation test and the G428A SNP of the FUT2 gene (AA
genotype) was identified by PCR-RFLP. The exact Fisher test was used to assess the
significance of the proportions between the groups (p<0.05). The high expression of Le?
antigen was modestly associated with the risk for development of TR (OR: 2.049; Cl 95%:
1.057-3.971; p=0.0461). The results indicate a border line effect of the high expression of Le®
antigen for TR. Maybe the expression of this antigen in retinal cells could facilitate the binding
of micronemal proteins allowing the infection by T. gondii and giving additional contribution
towards development of TR.
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Toxoplasmic retinochoroiditis (TR) is the most common ocular lesion caused by Toxoplasma
gondii and may occur after the congenital/acquired infection immediately or lately by
reactivation. The lesions are often necrotic destroying the architecture of the neural retina and
sometimes involving the choroid. It has been reported as more severe in Brazil than in Europe.
Here we report epidemiological findings from 5 Brazilian patients (3 women and 2 men) with
TR living in @ country region of Sao Paulo State,.Serological and molecular diagnosis were
made. Next, multilocus PCR-RFLP was used to genotype the T. gondii DNA isolates, using
the genetic markers SAG1, SAG2 (5'-and 3') newSAG2, SAG3, BTUB, GRA6, C22-8, ¢29-2,
L358, PK1 and Apico. Epidemiological data like age, education, eating habits, pets, among
others were collected. All of them were positive for anti-T. gondii IgG antibodies, determined by
ELISA and indirect immunofluorescence; and for PCR, using a specific region from gene Blas
target. The isolates were characterized as toxodb#65 strain, a usual Brazilian T. gondii
genotype. The patients lived in small cities nearby S&o José do Rio Preto, S&o Paulo State,
Brazil, in urban areas with sewage and reported drinking tap water. Among them, 4 received
less than 2 minimum wages and 1 was unemployed; in some moment of his lives, 2 received
blood transfusion, 4 had pets (cats and dogs), 2 usually barefoot, 3 drank crude milk, 2 ate
undercooked or raw meat, 1 had higher education and 4 had less than 8 years of schooling.
These results show that TR in the country region of Sao Paulo affecting mainly low income
community and low school level. Besides, it confirms that eating habits and pets are
associated with the infection by 7. gondii.

Support: FAPESP (Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo), Proc
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This prospective study evaluated the value of laboratorial diagnosis in ocular toxoplasmosis
analyzing peripheral blood samples from a group of Brazilian patients by immunoiogical and
molecular methods. We analyzed blood sampies from 184 immune competent patients with
ocular disorders divided into two groups: Group |, composed of samples from 49 patients with

- ocular toxoplasmosis diagnosed by clinical features; Group Il, samples from 135 patients with
other ocular diseases. Samples were assayed by conventional PCR (cnPCRY); real-time PCR
(qPCR) for T. gondii; indirect immunofluorescence reaction (IF); avidity test (crude tachyzoite
lyzate as antigen); and ESA-ELISA (excreted-secreted tachyzoite proteins as antigen). cnPCR
and qPCR profiles were concordant in all samples. Positive PCR was shown in%0.8% of group
| patients. The majority of the positive blood samples (75%) were taken from patients with
toxoplasmic retinochoroiditis scars; and the others (25%), from patients with retinal exudative
lesions. Despite that 86 of the 135 patients from Group Il had asymptomatic toxoplasmosis, all
DNA blood samples had negative PCR. Concordant results were shown in the data obtained
by serological methods. Around 24% of the patients with ocular toxoplasmosis had high
antibody titers determined by ESA-ELISA and IF. Anti-ESA antibodies are shown principally in
patients with active infection. Collectively, these data demonstrate the presence of tachyzoites
in the blood of patients with chronic infection, supporting the idea of recurrent disease.

Circulating parasites in blood of immune competent individuals may be associated with the
reactivation of the ocular disease.
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