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“Sabemos como é a vida: num dia dá tudo certo e no outro as coisas já 

não são tão perfeitas assim. Altos e baixos fazem parte da construção do 

nosso caráter. Afinal, cada momento, cada situação, que enfrentamos em 

nossas trajetórias é um desafio, uma oportunidade única de aprender, de 

se tornar uma pessoa melhor. Só depende de nós, das nossas escolhas... 

Não sei se estou perto ou longe demais, se peguei o rumo certo ou 

errado. Sei apenas que sigo em frente, vivendo dias iguais de forma 

diferente. Já não caminho mais sozinho, levo comigo cada recordação, 

cada vivência, cada lição. E, mesmo que tudo não ande da forma que eu 

gostaria e de saber que já não sou o mesmo de ontem me faz perceber 

que valeu a pena”. 

 

 

Albert Einstein 
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Resumo 

Introdução: O receptor de quimiocinas C-C tipo 5 (CCR5) é um receptor de 

quimiocinas que influencia a resposta imune às doenças infecciosas e 

parasitárias. Objetivo: Este estudo teve como objetivo determinar se os 

polimorfismos CCR5Δ32 e CCR5 59029 A / G estão associados ao 

desenvolvimento da toxoplasmose ocular em humanos. Métodos: Pacientes 

com sorologia positiva para Toxoplasma gondii foram analisados e agrupados 

como "com toxoplasmose ocular" (G1: n = 160) ou "sem toxoplasmose ocular" 

(G2: n = 160). Um grupo controle (G3) consistiu de 160 indivíduos com 

sorologia negativa. A caracterização dos polimorfismos CCR5Δ32 e CCR5 

59029 A / G foi por PCR e por PCR-RFLP, respectivamente. Para a análise 

estatística foi realizado teste qui-quadrado e exato de Fisher para as 

comparações e regressão logística multivariada.  Resultados: A diferença 

entre os grupos em relação à idade média foi estatisticamente significante (G1 

vs. G2: p <0,0001; t = 7,21; DF = 318; G1 vs. G3: p <0,0001; t = 4,32; DF = 

318; G2 vs G3: valor de p <0,0001; t = 9,62; DF = 318). O valor de Nagelkerke 

r² foi de 0,040. Houve diferenças estatisticamente significantes para os 

genótipos CCR5 / CCR5 (p-valor = 0,008; OR = 0,261), AA (p-valor = 0,007; 

OR = 2,974) e AG (p-valor = 0,018; OR = 2,447) entre G1 e G2. Conclusão: 

Indivíduos com o genótipo CCR5 / CCR5 e simultaneamente com os genótipos 

CCR5-59029 AA ou AG têm maior risco de desenvolver toxoplasmose ocular 

(4% maior), o que pode estar associado a uma forte e persistente resposta 

inflamatória no tecido ocular. 

 

Palavras-chaves: Toxoplasmose ocular, Toxoplasma gondii, Receptor de 

quimiocina CCR5 
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Abstract  

Introduction: C-C chemokine receptor type 5 (CCR5) is a chemokine receptor 

that influences the immune response to infectious and parasitic diseases. 

Objective: This study aimed to determine whether the CCR5Δ32 and CCR5 

59029 A/G polymorphisms are associated with the development of ocular 

toxoplasmosis in humans. Methods: Patients with positive serology for 

Toxoplasma gondii were analyzed and grouped as "with ocular toxoplasmosis" 

(G1: n = 160) or "without ocular toxoplasmosis" (G2: n = 160). A control group 

(G3) consisted of 160 individuals with negative serology. The characterization of 

the CCR5Δ32 and CCR5 59029 A/G polymorphisms was by PCR and by PCR-

RFLP, respectively. For the statistical analysis, chi-square and Fisher's exact 

test were performed for comparisons and multivariate logistic regression. 

Results: The difference between groups in respect to the mean age was 

statistically significant (G1 vs.G2: p-value <0.0001; t = 7.21; DF = 318; G1 

vs.G3: p-value <0.0001; t = 4.32; DF = 318; G2 vs. G3: p-value <0.0001; t = 

9.62; DF = 318). The Nagelkerke r² value was 0.040. There were statistically 

significant differences for the CCR5/CCR5 (p-value = 0.008; OR = 0.261), AA 

(p-value = 0.007; OR = 2.974) and AG genotypes (p-value = 0.018; OR = 2.447) 

between G1 and G2. Conclusion: Individuals with the CCR5/CCR5 genotype 

and simultaneously with the CCR5- 59029 AA or AG genotypes have a greater 

risk of developing ocular toxoplasmosis (4% greater), which may be associated 

with a strong and persistent inflammatory response in ocular tissue.  

 

Keywords: Ocular Toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, Chemokine Receptor 

CCR5. 
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INTRODUÇÃO 
 

 

1.1 Toxoplasma gondii 

 

          Toxoplasma gondii, parasita intracelular obrigatório,1 pertencente ao filo 

Apicomplexa² e caracterizado como cosmopolita por ser encontrado em todos os 

continentes e em vários climas³. Possui capacidade de parasitar vários tipos de 

células e infectar quaisquer animais de sangue quente incluindo mamíferos e 

aves4,5. 

 

          Foi inicialmente descrito, em 1908, na Tunísia por Nicolle e Manceaux nos 

tecidos de Ctenodactlus gundi, um roedor norte-africano. No mesmo ano, 

Splendore, no Brasil, relatou esse organismo nos tecidos de coelhos doentes ou 

mortos “naturalmente” em laboratório. Em 1909, Nicolle e Manceaux classificaram 

o parasito e criaram o gênero Toxoplasma por sua forma de arco (do grego: Toxo 

= arco; plasma = criatura) e a espécie T. gondii5-9. Outras formas do Toxoplasma, 

incluindo cistos teciduais, foram reconhecidas por vários pesquisadores como 

Frenkel e Friedlander, em 1951, mas foi somente, em 1960 e 1970, que o 

parasito Toxoplasma gondii foi identificado como um coccídeo7. 

 

         T. gondii é um organismo eucarionte com arranjo complexo de organelas 

celular na extremidade apical10. Possui as várias estruturas intracelulares 

mostradas na Figura 1. 
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Figura 1: Estrutura do T. gondii, representando a forma “taquizoíto”. Adaptado 

de Blader e colaboradores (2015)10. 

 

         Esse parasito apresenta três estágios evolutivos como formas infectantes 

para o homem: oocisto esporulado, taquizoíto e cisto de bradizoíto4. 

 

        Os taquizoítos medem aproximadamente seis µm de diâmetro. É o estágio 

evolutivo móvel que se multiplica rapidamente em qualquer célula do hospedeiro 

intermediário e em células epiteliais não intestinais do hospedeiro definitivo. São 

capazes de invadir todos os tipos de células de vertebrados, onde se multiplicam 

em vacúolos parasitóforos. Apresentam forma de arco, sendo pontiagudos na 

região anterior e arredondados na região posterior (Figura 2A)4,11.  

        Os bradizoítos são encontrados dentro dos cistos teciduais. Reproduzem-se 

lentamente por endodigenia e diferem estruturalmente dos taquizoítos quanto à 

posição do núcleo, sendo que nos taquizoítos, este está localizado na posição 
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final posterior, enquanto que nos bradizoítos, o núcleo encontra-se na porção 

central (Figura 2B)11.  

         Os oocistos são encontrados no meio ambiente, apresentam morfologia 

elipsóide; possuem aproximadamente 13 µm de diâmetro e cada oocisto contém 

em seu interior dois esporocistos com quatro esporozoítos, após a esporulação 

(Figura 2C). Sua parede é constituída por uma estrutura de multicamadas 

extremamente robusta que protege o parasita contra danos físicos e químicos. 

Além disso, permite que o parasita sobreviva por longos períodos de tempo, até 

mais um ano, em um ambiente úmido4,11. 

 

   

Figura 2: Estágios evolutivos do Toxoplasma gondii. A letra A corresponde ao estágio 

taquizoíto; a letra B ao estágio bradizoíto e a letra C estágio de oocisto. Adaptado de 

Robert-Gangneux e Dardé, 20124. 

 

1.2 Ciclo de vida. 

 

       T. gondii apresenta o ciclo biológico heteroxeno, ou seja, é capaz de se 

reproduzir tanto de forma sexuada quanto assexuada. É o único do grupo 

coccídeo que não é transmitido somente entre hospedeiros intermediários e 

definitivos (ciclo sexual), mas também entre hospedeiros intermediários por meio 

de carnivorismo (ciclo assexuado) ou entre hospedeiros definitivos (Figura 3)4,12. 

 

A B C 
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Figura 3: Ciclo biológico do T. gondii. Adaptado de Robert-Gangneux&Dardé, 

20124. 

 

       A reprodução sexuada ocorre apenas nos felinos, por ingestão de cistos de 

bradizoítos presentes nos tecidos dos hospedeiros intermediários, não 

exclusivamente, mas especialmente roedores4,13. Após a contaminação, os 

bradizoítos invadem o intestino e se instalam dentro dos enterócitos onde sofrem 

multiplicações assexuadas para formar os merozoítos, os quais se diferenciam 

em gametas masculino e feminino (gametogonia)4,14. Após a fertilização, os 

oocistos formados dentro dos enterócitos são liberados pelo rompimento das 

células e excretados como forma não esporulada (bradizoítos) nas fezes dos 

felinos. O processo de esporogonia ocorre, após alguns dias no meio ambiente. 

Esse processo implica em redução meiótica e alterações morfológicas que levam 

à formação de oocistos esporulados, com dois esporocistos; cada um, contendo 

quatro esporozoítos haplóides. A eliminação dos oocistos inicia-se entre três a 

sete dias, após a ingestão de cistos teciduais, e pode continuar por até 20 

dias4,15. 
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       Nos hospedeiros intermediários ocorre apenas o desenvolvimento do ciclo 

assexuado. Após a ingestão dos oocistos esporulados, os esporozoítos liberados 

penetram no epitélio intestinal onde se diferenciam em taquizoítos. Após rápida 

multiplicação, os taquizoítos rompem as células hospedeiras e se disseminam 

por todo organismo. O desenvolvimento da resposta imunológica coincide com a 

diferenciação dos taquizoítos em bradizoítos, formando cistos teciduais entre sete 

a dez dias, após a infecção. Podem permanecer ao longo da vida dos 

hospedeiros, predominantemente, no cérebro e músculo4. 

 

      Com a ingestão de carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais, pelos 

hospedeiros intermediários, os cistos são rompidos à medida que passam pelo 

trato digestivo, levando à liberação de bradizoítos. Estes infectam o epitélio 

intestinal do novo hospedeiro e se diferenciam novamente em taquizoíto, por 

meio de divisão rápida, e se disseminam para o todo o corpo4.  

 

1.3 Vias de transmissão  

 

       A transmissão de T. gondii para o ser humano ocorre, essencialmente, por 

duas vias: pós-natal e vertical. A transmissão pós-natal se dá pela ingestão de 

cistos teciduais presentes em carne crua ou mal cozida, pelo contato com solo, 

água contaminada ou alimentos contendo oocistos esporulados oriundos do 

ambiente ou menos frequente, por contato com fezes dos felinos4,17,18. A 

transmissão vertical resulta na infecção primária adquirida no período 

gestacional. Nestes casos, os taquizoítos podem colonizar os tecidos 

placentários durante o processo de disseminação e, a partir daí, gerarem 

malformações fetais (Figura 4)4,19. 
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Figura 4: Vias de transmissão da infecção de T. gondii. Adaptado Robert-

Gangneux&Dardé, 2012.4  

 

1.3.1 – Infecção por cistos 

 

       Os cistos teciduais podem permanecer ativos em carnes refrigeradas (1 ºC a 

6 ºC) por até três semanas. Mantém-se viáveis por tempo superior a 11 dias, em 

temperatura de -7 ºC. Entretanto, o congelamento da carne a -12 ºC por pelo 

menos três dias, é geralmente eficaz para matar os cistos, embora isso dependa 

da espessura do pedaço da carne20. 

 

1.3.1.1- Consumo de carnes 

 

       Qualquer carne de animais de sangue quente ou aves tem sido considerada 

uma fonte importante para infecção por T. gondii nos países ocidentais21. Os 

cistos geralmente são mortos de imediato, após o aquecimento a temperaturas 

em torno de 67 ºC. Contudo, em temperaturas inferiores, a morte dos cistos 

depende do tempo de cozimento. Nos casos de carnes cozidas em forno micro-

ondas, alguns cistos poderão permanecer infecciosos devido ao aquecimento 

irregular na carne. Um estudo de caso-controle realizado nos Estados Unidos por 
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Jones e colaborados (2009)17revelou que o cozimento da carne em microondas 

foi associado ao risco reduzido de infecção recente por T. gondii. Os autores 

explicam que o cozimento da carne em micro-ondas está frequentemente 

associado ao reaquecimento de carne previamente cozida ou ao 

descongelamento ou cozimento de carne congelada.  

 

       Em caso de processos de conservação de carnes como o salgamento ou a 

defumação, o tempo de sobrevida dos cistos teciduais varia muito e é 

influenciado pela concentração da solução salina utilizada bem como o tempo de 

armazenamento. Experimentos realizados em laboratório revelaram que soluções 

contendo 2 % de cloreto de sódio ou 1,4 % de cloreto de potássio, são efetivas 

para matar cistos teciduais presentes em lombos de porcos, quando o tempo de 

infusão é de oito horas4,22. 

  

1.3.1.2- Infecção relacionada ao transplante de órgãos sólidos.  

 

       Da mesma forma que os taquizoítos podem invadir todas as células 

nucleadas, os cistos podem ser encontrados em quaisquer órgãos. Em casos de 

transplantes de órgãos sólidos, a infecção por T. gondii pode se dar por meio de 

um órgão de doador contendo cistos, resultantes de infecção adquirida no 

passado, para um receptor não imunizado. Certos órgãos são mais propensos a 

abrigar cistos, como por exemplo, os músculos. Desta forma, pacientes 

submetidos a transplantes cardíacos apresentam maior risco de adquirir infecção 

por T. gondii relacionado ao órgão transplantado, do que aqueles que realizaram 

transplante de fígado, pulmão ou rins4. 

 

1.3.2 – Infecção por oocisto 

 

       Condições ambientais são importantes para a sobrevivência dos oocistos. O 

clima úmido pode aumentar o tempo de sobrevida dos oocistos durante longos 

períodos de calor. Esta constatação alinha-se à alta prevalência de infecção por 

T. gondii em países tropicais da América do Sul e da África. Os relatos de 

Gomez-Marin e colaboradores (2011)23, na Colômbia, mostraram correlação 
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positiva entre a quantidade média de chuva e a incidência de Toxoplasmose 

congênita23. 

   

       Outro estudo realizado na França por Affonso e colaboradores em 201012, 

revelou que mesmo em um país de clima temperado, o risco de infecção em 

gatos aumentou quando o clima era quente e úmido. Estas observações 

corroboram com as proposições de que condições climáticas podem influenciam 

a sobre a sobrevida dos oocistos12.  

 

       Apesar da eliminação de oocistos por gatos ser de curta duração, a carga 

desta forma infectante de T. gondii no ambiente por ser alta4,12,24. Um único gato 

é capaz de eliminar mais de 100 milhões de oocistos não esporulados. Para se 

tornarem infectante para outros hospedeiros, é necessário o tempo de um a cinco 

dias. Isto explica o fato que o contato direto com os gatos não é considerado um 

grande risco de infecção humana4,17. Os oocistos uma vez esporulados, 

permanecem viáveis em um ambiente úmido por mais de um ano e são 

resistentes às condições ambientais adversas25. 

 

1.3.2.1 – Contaminação por água. 

 

       Os oocistos podem permanecer viáveis por longos períodos de tempo na 

água e podem resistir a temperaturas de congelamento, bem como, a 

temperaturas moderadamente altas. Não são mortos com os tratamentos físicos 

e químicos aplicados nas estações de tratamento de água26. Surtos associados à 

contaminação de reservatórios de água, envolvendo grande número de pacientes 

foram relatados em Coimbatore, na Índia27 e em Santa Isabel do Ívai, estado do 

Paraná, no Brasil28.  

 

1.3.2.2 – Contaminação do solo, vegetais e frutas. 

 

       O solo contaminado pode atuar como importante veículo de transferência de 

oocisto para vegetais e frutas. Cook e colaboradores (2000)21, em um estudo 

multicêntrico realizado na Europa, revelaram que entre 6 a 17 % das infecções 

primárias por T. gondii, em humanos, são atribuídas ao contato com o solo21. Em 
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2011, nosso grupo de pesquisa revelou que o contato com o solo constitui um 

importante fator de risco para infecção por T. gondii, na região noroeste do 

estado de São Paulo29. 

 

1.3.3 Infecção por taquizoíto 

 

       A infecção congênita por taquizoíto é relevante do ponto de vista 

epidemiológico. Quando a infecção primária é adquirida por gestante, os 

taquizoítos podem colonizar o tecido placentário durante o processo de 

disseminação, e a partir dai, atingir o feto. A frequência de transmissão vertical 

aumenta com a idade gestacional. Desta forma, no início da gravidez a 

passagem placentária de taquizoítos é menor, mas as consequências para o feto 

são graves4,19. 

 

1.4 Infecção e manifestação clínica da toxoplasmose.  

 

       Após a ingestão de carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais, de 

bradizoítos ou alimentos e água contaminados com o parasito na forma de 

oocisto, o parasito se converte em uma forma de replicação rápida, conhecida 

como taquizoíto, que resulta na disseminação sistêmica. Em circunstâncias 

normais, a infecção sistêmica é controlada pela resposta imune do hospedeiro7,18.  

 

       Os taquizoítos convertem-se em uma forma de replicação lenta conhecida 

como bradizoítos, que persiste nos cistos teciduais neurológicos e musculares 

durante toda a vida do hospedeiro. Caso o indivíduo torne-se 

imunocomprometido, esses cistos teciduais servem como reservatório, dos quais 

podem ocorrer reativação seguida de infecções disseminadas ou locais7. 

 

       A infecção em humanos pode variar de assintomático a grave parece 

depender da cepa do parasito e do sistema imunológico do hospedeiro. A taxa de 

infecção pode chegar a 70%18,30 em algumas áreas e, a maioria dos casos em 

humanos, é assintomática. Em contraste, a infecção congênita pode resultar em 

vários defeitos congênitos como hidrocefalia, coriorretinite, calcificações 

intracerebrais e abortos espontâneos18,31. 
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       A toxoplasmose é grave em pacientes com deficiências primárias ou 

adquiridas nas funções das células T, especialmente nos portadores de AIDS, de 

Síndrome Hyper IgM, bem como naqueles em tratamento de câncer, em 

transplantados, e em uso de medicamentos imunossupressoras7,18,32-37. Nesses 

pacientes a toxoplasmose frequentemente resulta de uma reativação da infecção 

latente e, não pela doença recentemente adquirida7. Embora raro, a 

toxoplasmose em pacientes imunocompetentes pode resultar de infecção por 

cepas de T. gondii altamente virulentas, doença ocular e morte18,38,39. 

 

       Estudos publicados nas últimas décadas, fundamentados essencialmente em 

análises sorológicas e comportamento animal, sugeriram que a infecção crônica 

por T. gondii pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de esquizofrenia 

e outros transtornos comportamentais em humanos7,40. 

 

        O T. gondii é uma das causas de uveítes mais frequentemente identificadas. 

As lesões coriorretinianas ocorrem devido à infecção congênita ou adquirida, 

após o nascimento. A coriorretinite aguda pode produzir sintomas de visão turva, 

dor, fotofobia ou perda da visão central. No exame oftalmológico, a coriorretinite 

toxoplásmica caracteriza por apresentar lesões focais esbranquiçadas, com uma 

reação inflamatória vítrea intensa, que com a cicatrização, ocorre atrofia e 

desenvolve o pigmento escuro. As lesões observadas na coriorretinite 

toxoplásmicas aguda originadas tanto de infecção congênita quanto da pós natal, 

são morfologicamente indistinguíveis7. 

 

1.5 Prevalência e importância da toxoplasmose no mundo.  

 

         A infecção por T. gondii é amplamente distribuída e acredita-se que 

aproximadamente 25 a 30% da população mundial são infectadas por este 

parasito41. Entretanto, a prevalência de infecção pode variar entre os países (de 

10 a 80 %), dentro de um determinado país ou entre diferentes comunidades da 

mesma região30. Baixas prevalência de infecção por T. gondii foram observadas 

na América do Norte, Sudeste Asiático e Norte da Europa. Prevalências 
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moderadas foram encontradas em países da Europa Central e do Sul; as altas 

prevalências são encontradas na América Latina e países tropicais africanos4. 

 

          No Brasil, um estudo epidemiológico realizado na região metropolitana de 

São Paulo identificou anticorpos de classe IgG anti-T. gondii em mulheres em 

período gestacional, com frequência variando de 59 a 65 %42. Outro estudo, 

realizado no período de 2009 a 2010 na região noroeste do estado de São Paulo, 

revelou que a soroprevalência da infecção por T. gondii é igual a 74,5 %  em 

pacientes com doenças oculares e a incidência de toxoplasmose ocular, de 

20,3%43. Na cidade de Erechim, no estado do Rio Grande do Sul, a 

soroprevalência observada foi de 88%, com incidência de toxoplasmose ocular 

(TO) igual a 18%44.   

 

1.6. Processo de invasão e nicho intracelular  

 

         Três organelas denominadas de micronemas, grânulos densos e roptrias 

secretam proteínas do parasita durante a invasão da célula hospedeira18,45. Estas 

proteínas podem alterar a função das células hospedeiras e inibir a resposta 

imune dirigida ao parasita. Elas também servem para modificar a membrana 

lipídica em torno do parasita, formando uma organela especializada chamada de 

vacúolo parasitóforo (PV). O PV permite o transporte de nutrientes essenciais da 

célula hospedeira para o parasita, evitando a fusão lisossômica, o que causaria a 

morte do parasita18,46. 

 

1.7. Resposta imune inata na toxoplasmose  

 

         Uma das funções mais críticas da resposta imune inata ao T. gondii é a 

capacidade de detectar o patógeno e de produzir a citocina IL-12, a qual estimula 

as células Natural Killer (NK) e as células CD4 TH1 a produzir interferon-gamma 

(IFN-γ)18. Tanto a IL-12 quanto o IFN-γ são necessários para o desenvolvimento 

da proteção celular, mediando a resposta imune contra o parasita47. O IFN-γ é o 

principal mediador da resistência ao T. gondii e responsável por promover 

múltiplos mecanismos intracelulares para matar o parasita e inibir sua 

replicação18. Estes mecanismos intracelulares incluem a produção de Espécies 
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Reativas de Oxigênio, os quais são produtos do metabolismo do ácido 

araquidônico pela via da enzima 5-lipoxigenase e a degradação de triptofano 

intracelular do parasita48. Estudos experimentais em camundongos verificaram 

que os animais infectados com T. gondii e deficientes de IL-12 e IFN-γ 

apresentaram incapacidade de controlar a carga parasitária18,49. 

 

1.8 – Resposta imune adaptativa na toxoplasmose   

 

         A resposta imune celular é mediada por células T, atuando como 

mecanismo de defesa contra micro-organismos que sobrevivem dentro de 

fagócitos ou células não-fagocíticas. Em resposta a patógenos, os linfócitos CD4 

TH1 liberaram citocinas a fim de estimular a proliferação e diferenciação de 

linfócitos e macrófagos48. 

 

         Os linfócitos T auxiliares são divididos em TH1 e TH2 e são diferenciados 

de acordo com a produção de citocinas. Os linfócitos TH1 secretam 

preferencialmente IL-2 e IFN-γ e contribuem na resistência a patógenos 

intracelulares48,50. A IL-2 induz as células NK e células T CD8+, as quais são 

citotóxicas para as células-alvo infectadas com T. gondii. O IFN-γ estimula a 

atividade microbicida dos macrófagos48,51.  

 

         Os linfócitos TH2 produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13; estão associados à 

baixa da regulação da resposta imune celular. Na infecção causada pelo T. gondii 

as citocinas de perfil Th2 podem favorecer a multiplicação parasitária; entretanto, 

elas também podem ser utilizadas para controlar a resposta imune pró-

inflamatória prejudicial48. 

 

 1.9 – Resposta imune humoral na toxoplasmose 

   

          Por ser um parasita intracelular obrigatório, a resposta imune mediada por 

células é a principal defesa do hospedeiro contra infecção por T. gondii. Assim, a 

infecção estimula a produção de anticorpos IgM, IgG, IgA e IgE. Estes além de 

contribuírem no diagnóstico da infecção pelo parasita contribuem como uma 

importante linha de defesa contra infecção48,49,51,52. Os anticorpos IgM e IgA são 
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as primeiras imunoglobulinas produzidas na infecção por T. gondii. Os anticorpos 

IgM são responsáveis pela ativação do sistema complemento e possuem a 

característica de serem ótimos aglutinadores, o que permite a sua utilização no 

diagnóstico53,54. Os anticorpos de classe IgA são produzidos pela mucosa 

digestiva, um sítio natural de infecção por T. gondii, e desempenham o papel de 

proteção contra infecção. Os anticorpos IgG, altamente específicos e com 

elevado índice de avidez para os antígenos do T. gondii, estão envolvidos na 

proteção contra as formas extracelulares do parasito e na patogênese da 

doença54,55.  

     

1.10 – Diagnóstico de infecção por Toxoplasma gondii  

 

         O diagnóstico da infecção por T. gondii pode ser realizado por métodos 

indiretos e diretos. O primeiro baseia-se na detecção de anticorpos 

específicos4,56,57. Este método permite determinar o processo infeccioso e inferir 

as fases da doença (aguda e crônica). Usualmente, utiliza-se a imunoglobulina de 

classe IgM como marcador de infecção aguda/recente e IgG para infecção 

crônica48,56,57. 

 

         Embora os métodos indiretos tenham várias vantagens, alguns fatores 

como a sensibilidade, a permanência de IgM por longos períodos na circulação e 

o estado imunológico do hospedeiro, podem influenciar nos resultados4,48,57-61. 

Diante disso, os métodos diretos, os quais baseiam-se na identificação do 

parasito ou de seu material genético, vêm sendo utilizados para determinarem, 

com mais precisão e rapidez, os estágios recentes da infecção62,63. Os métodos 

moleculares são amplamente empregados para auxiliar na detecção da fase 

recente de infecção64,65. Estudos relatam que estes métodos são capazes de 

detectar o T. gondii em sangue periférico antes da circulação dos 

anticorpos62,66,67. Isso demonstra a sua elevada sensibilidade quando comparada 

aos métodos sorológicos.  
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1.11 – Toxoplasmose ocular 

  

         A toxoplasmose ocular (TO) é a manifestação clínica mais comum da 

toxoplasmose e caracterizada por um processo inflamatório intraocular68. As 

lesões podem ser originadas tanto de infecção congênita quanto adquirida após o 

nascimento69,70. Pode atingir a mácula e a demais camadas da retina e a coroide, 

resultando em retinocoroidite, a causa mais frequente de uveíte posterior em 

pacientes imunocompetentes68. As manifestações clínicas ocorrem de forma 

precoce ou tardia, com manifestação clínica primária ou recorrente71. Apresenta 

diferentes graus de comprometimento ocular que podem variar de acordo com o  

estado imunológico do indivíduo e a virulência do parasito68,72. Durante a 

inflamação, o indivíduo queixa-se de perda ou turvação da visão e visualização 

de partículas flutuantes54,73. Após o processo inflamatório inicial, o tecido afetado 

cicatriza, resultando em uma lesão que, quando apresenta morfologia clássica, 

assemelha-se a uma roda de carroça54,74. 

 

        A resposta imune intraocular é suprimida em circunstâncias normais; o que 

diminui a chance de destruição tecidual75. As respostas intraoculares baseiam-se 

num desvio de ativação de células T CD8+ e células CD4+ (TH2). Esse desvio 

parece resultar da ação do ligante Fas (CD95); um membro da família do Fator 

de Necrose Tumoral (TNF), o qual compromete a ativação de células T oculares. 

Este fenômeno resulta da apoptose de células do parênquima ocular nas quais o 

ligante Fas está expresso51. Além disso, a citocina transforming growth fator beta 

(TGF-β), que possui propriedades imunossupressoras, e que reduz a expressão 

de moléculas de MHC de classe I,52,76 pode comprometer as respostas citotóxicas 

mediadas pelos linfócitos CD8+. Níveis reduzidos de TGF-β foram encontrados 

em fluidos oculares em indivíduos portadores de uveítes77. Também foi 

demonstrado que o T. gondii é capaz de estimular a expressão e modificar a 

forma ativa do TGF-β, favorecendo a sua replicação no hospedeiro78. 

 

        Há evidências de que a infecção por T. gondii promove a produção de 

fatores que anulam o privilégio imune ocular, como IFN-γ, que desempenha um 

papel crucial na resistência à infecção por T. gondii. Além de ser um potente 
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antagonista de TGF- β, o IFN-γ aumenta a expressão de moléculas de MHC de 

classe I e II51,79. Em modelos murinos foi demonstrado que a resposta imune 

ocular contra T. gondii envolve fatores semelhantes à resposta que ocorre nos 

demais tecidos, podendo levar ao aumento da intensidade das lesões oculares 

caracterizada pela necrose ou inflamação acentuada da retina e da coroide49,80,81. 

 

1.12 – Biomarcadores de resposta imunológica 

 

         As citocinas são moléculas utilizadas como biomarcadores de várias 

doenças, de caráter infeccioso ou não, incluindo manifestações alérgicas, câncer, 

doenças auto-imunes parasitoses, dentre outras54. Entretanto, estas citocinas 

podem causar lesão tecidual nos casos de resposta imune exagerada do 

hospedeiro82. 

 

        Na infecção por T. gondii esses potenciais biomarcadores extracelulares 

podem ser produzidos por uma grande quantidade de células. São responsáveis 

por desencadear eventos imunológicos essenciais como adesão e quimiotaxia de 

leucócitos, maturação e ativação celular e, ainda, regulação e intensidade das 

respostas específicas contra patógenos54,83.  

        Em resumo, dentre as citocinas importantes na toxoplasmose podemos 

citar: IL-2, na ativação de células natural Killer (NK) e proliferação de células T 

CD4+ e CD8+, para que ambas produzam o IFN-γ 54,84,85; IL-12, responsável pelo 

desenvolvimento de uma resposta imune pró-minflamatória efetora contra o 

parasito54; IFN-γ, fundamental para o controle da infecção aguda e crônica por T. 

gondii,54,86 IL-10, IL-4 e IL-5 que desempenham uma papel crítico na regulação 

da resposta inflamatória à infecção por T. gondii49,54; TGF-β está envolvida no 

controle da doença intestinal causada após a ingestão oral do parasito 54,87 e 

IL17A a qual está associada com a imunopatologia apresentada pelo hospedeiro 

durante a infecção pelo parasito54. 

 

       As quimiocinas constituem uma grande família de pequenas citocinas e 

geralmente possuem baixo peso molecular88. As quimiocinas e seus receptores 

são responsáveis pela movimentação dos leucócitos, incluindo sua migração 

para os locais de inflamação tecidual a partir do sangue, contribuindo na resposta 
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imune adaptativa e/ou patogênese de várias doenças89,90. Algumas quimiocinas 

são consideradas pró-inflamatórias e sua liberação pode ser induzida durante 

uma resposta imune em um local de infecção. Outras são homeostáticas e, estão 

envolvidas no controle da migração de células durante o desenvolvimento ou 

manutenção do tecido88.  

 

       Além das funções pró-inflamatórias, homeostáticas e de quimiotaxia, as 

quimiocinas também apresentam participação na angiogênese, hematopoiese, 

desenvolvimento embrionários e matastáse91. A ação das quimiocinas ocorre por 

meio de receptores específicos pertencentes à família de receptores com sete 

domínios transmembrânicos acoplados à proteína G92,93. Os receptores de 

quimiocinas são expressos em leucócitos, com maior número de receptores em 

linfócitos T, sendo que, as expressões de tais receptores podem definir subtipos 

de linfócitos T. Além disso, linfócitos T maduros periféricos expressam diferentes 

receptores de quimiocinas dependendo do seu fenótipo funcional92.  

 

1.13 – Quimiocina CCR5, polimorfismos CCR5∆32 (rs333) e CCR5 59029 A/G 

(rs1799987) 

 

        O receptor de quimiocina CCR5 possui 332 aminoácidos e é codificado pelo 

gene CCR5, possui o peso molecular de 40,6 kDa96 e esta localizado no 

cromossomo 3p21, o qual apresenta quatro éxons e dois íntrons, sendo que entre 

os éxons dois e três não há íntron94,95. Este gene apresenta duas regiões 

promotoras e padrões de splicing alternativo podem originar dois transcritos 

denominados CCR5A e CCR5B, que codificam a mesma proteína95. 

 

       CCR5 é correceptor para o vírus da imunodeficiência humana-1 (HIV-1)97,98. 

Os ligantes deste receptor são quimiocinas CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β), 

CCL5 (RANTES) e CCL8 (MCP-2) que atraem monócitos, macrófagos, células T 

ativadas e de memória, que expressam CCR593,96. Este receptor possui um 

seguimento extracelular N-terminal e uma cauda citoplasmática C-terminal, 

expresso em células T helper 1 auxiliando no início da resposta imune89 (Figura 

5).  
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Figura 5: Receptor de quimiocina CCR5 apresentando a cauda extracelular N-

terminal e sua cauda citoplasmática C-terminal. Extraído de Opermann, 200491. 

 

        A deleção de 32 pares de base na região codificante do gene CCR5 

(CCR5∆32) resulta na geração de uma proteína truncada, ausente na superfície 

celular99. Níveis reduzidos de expressão deste receptor ocorrem nos indivíduos 

heterozigotos (CCR5/CCR5∆32)94. O polimorfismo localizado na região 

promotora do gene CCR5 (CCR5 59029 A/G) afeta o nível de expressão do 

receptor na superfície celular. Como a maior atividade promotora in vitro é 

resultante do alelo A, então o genótipo homozigoto AA resulta no nível máximo 

de expressão do receptor CCR5 na superfície celular100.  

 

1.14 - CCR5 na Toxoplasmose 

 

        Estudos avaliando essa interação do gene CCR5 e microorganismos estão 

bem descritos na literatura. Entretanto, análises de CCR5 e T. gondii estão 

descritos em modelos animais (murinos)8,83,101, no entanto, até o momento não há 

relatos dessa interação ou dos polimorfismos do gene CCR5 e a toxoplasmose 

ocular em humanos.  

        Bonfá e colaboradores, (2014)8 em seu estudo experimental com animais 

selvagens (controles) e com ausência do gene CCR5, os quais foram infectados 

via oral com dose sub letal do parasita Toxoplasma gondii. Os autores 

observaram que os camundongos com CCR5 -/- apresentaram uma maior carga 
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parasitária e consequentemente uma maior mortalidade quando comparada com 

os animais selvagens. Além disso, neste mesmo estudo foi observado, que houve 

aumento no número de parasitas no intestino delgado e fígado dos animais com 

ausência de CCR5 em comparação aos controles. Em conclusão, os autores 

revelaram que o CCR5 é uma molécula essencial na manutenção da 

homeostasia do hospedeiro durante a infecção por T. gondii. 

       Outro estudo experimental realizado por Khan e colaboradores (2006)101, o 

qual os autores verificaram a resposta imune ao T. gondii de animais deficientes 

do receptor de CCR5. Os camundongos com ausência do receptor apresentaram  

uma resposta inflamatória diminuída, levando uma maior parasitemia e 

mortalidade, devido a diminuição de células natural killer (NK) para o local de 

inflamação.  

      A infecção por T.gondii em animais prenhas pode causar morte embrionária, 

aborto e morte fetal. No estudo experimental realizado por Nishimura e 

colaboradores, (2017)102 em que objetivou investigar a relação entre o receptor 

de quimiocina CCR5 e o aborto causado pela toxoplasmose e utilizou animais 

selvagens e com ausência do CCR5. Este estudo revelou que os animais 

controles apresentaram uma maior perda e um menor desenvolvimento 

embrionário do que os animais knockout e, também, foi observado uma maior 

carga parasitária e maiores níveis de expressão de CCR5 nos locais de 

implantação nos animais selvagens do que os controles.  

       No estudo de Kikumura e colaboradores, (2012)83 que avaliou a cinética de 

citocinas, quimiocinas, receptores de quimiocinas e expressão de moléculas de 

adesão na retina de camundongos selvagens (controles) e knockout. Após  

inoculação de T.gondii ambos os grupos de animais apresentaram sinais 

sistêmicos da doença como diarréia, perda de peso e alterações nos pêlos, 

entretanto nos animais controles os sinais aumentaram na fase aguda e 

sobreviveram pelo menos ate 56 dias de infecção. Nos camundongos knockouts 

os sinais continuaram aumentando e todos morreram no 10º dia de infecção. Nas 

retinas e no cérebro dos camundongos controles infectados com T. gondii os 

níveis de IFN-γ, CCL3 / MIP-1α, CCL4 / MIP-1β, CCL5 / RANTES e CCR5 

tiveram níveis cada vez mais altos, enquanto que nos animais knock-outs os 

níveis destas mesmas citocinas apresentaram em níveis basais.   
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2 OBJETIVOS 

 

        O presente estudo teve como objetivos gerais identificar o polimorfismo do 

gene CCR5 na toxoplasmose ocular em humanos, bem como, relacionar os 

polimorfismos com o quadro clínico apresentado.  

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

Aspecto ético e seleção dos pacientes. 

 

         Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade 

de Medicina de São José do Rio Preto – FAMERP (parecer #1980/2009). Foram 

selecionados 320 paciente imunocompetentes com sorologia positiva para 

toxoplasmose (anticorpo IgG anti-T. gondii), independentes de gênero, que se 

encontravam em tratamento no Ambulatório de Retinopatia do Hospital de Base 

de São José do Rio Preto (FUNFARME) e do Ambulatório Médico de 

Especialidade (AME) de são José do Rio Preto – SP. Os paciente foram 

agrupados em “com toxoplasmose ocular” (G1; n= 160) ou “ sem toxoplasmose 

ocular” (G2; n= 160). Os paciente do G2 apresentaram outras doenças oculares e 

não tinham evidência de toxoplasmose ocular. Com o intuito de estudar a 

distribuição de alelos na população estudada, foi acrescentado o grupo controle 

(G3) o qual foi constituído por 160 indivíduos saudáveis doadores voluntários de 

sangue do Hemocentro de São José do Rio Preto, os quais apresentaram 

sorologia negativa para a toxoplasmose.  

 
Análise laboratorial 

 
         A identificação dos anticorpos anti-T. gondii das classes IgG e IgM foi 

realizada com o uso de teste imunoenzimático ELFA (Enzyme Linked 

fluorescente Assay; BioMerieux, França). 

 

        O DNA genômico foi extraído a partir do sangue periférico colhido com 

EDTA e com o uso de coluna de sílica QIAmp mini blood Kit (Quiagen); e 

quantificado (ng/ul) em espectrofotômetro (Bioteck, Epoch Instruments). 
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      A genotipagem do gene CCR5 para identificação do polimorfismo CCR5∆32 

foi realizada por PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) com o uso dos 

oligoiniciadores CCR5c (5’ – CAA AAA GAA GGT CTT CAT TAC ACC- 3’) e 

CCR5D (5’- CCT GTG CCT CTT CTT CTC ATT TCG-3’), que detectam a deleção 

de 32 pares de base (pb). (Huang et al., 1996). 

        O polimorfismo da região promotora do gene CCR5 (CCR5-59029 A/G) foi 

identificado por restrição enzimática pelo método PCR-RFLP com o uso da 

enzima BSP 1286I (Fermentas, Thermo Scientific) e após amplificação, com o 

uso dos oligoiniciadores sense (5’- CCC GTG AGC CCA TAG TTA AAA CTC-3’) 

e antisense (5’- TCA CAG GGC TTT TCA ACA GTA AGG- 3’), segundo o 

protocolo de Mc Dermott e colaboradores (1988). As reações de PCR foram 

preparadas a partir de 1,0 U de Taq DNA Polimerase (Dream Taq-

Themoscientific), dNTPs (Desoxiribonucleitideos Tri-fosfatados) a 2,8 mM, primer 

(sense e antisense) à 20 pM, 100 ng de DNA template. A ciclagem para a 

amplificação da região CCR5∆32 em termociclador Veriti (Applied Systens) foi de 

um minuto à 94º C, um minuto à 55º C, um minuto e meio minutos à 72º C 

seguido de cinco ciclos e, após 30 segundos à 94 º C, 30 segundos à 61º C, 45 

segundos à 72º C seguido de 35 vezes. A amplificação da região CCR5 59029 

A/G, a ciclagem foi de cinco minutos à 94º C seguida de 35 ciclos de um minuto à 

95º C, um minuto à 54º C, um minuto à 72º C (a extensão final foi de 10 minutos 

à 72º C). 

        Os fragmentos amplificados foram separados e revelados por eletroforese 

em gel de agarose a 1,2% e 2% (correspondentes aos fragmentos CCR5∆32 e 

CCR5 59029 A/G, respectivamente) e corados com oito µl syber safe (Invitrogen 

– Life Technologies). Para cada amostra foram aplicados no gel cinco µl do 

amplificado. Foram utilizados três µl DNA Ladder 100 pb (Gene Ruler Thermo 

Scientific) como marcador de tamanho molecular. A corrida foi de 120 V por 120 

minutos para CCR5∆32 e 30 minutos para CCR5 59029 A/G, sendo o gel 

visualizado em transluminador UV, como apresentado na Figura 6. 

        A digestão enzimática do fragmento CCR5 59029 A/G por PCR-RFLP 

(Random Fragment Length Polimorfism) foi realizada com a enzima SDU I 

isoesquizômero da enzima Bsp1286I (Thermo Scientific), de acordo com as 

normas do fabricantes. Os fragmentos foram visualizados em gel de agarose a 

2%, como segue na Figura 7.  
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Figura 6: Perfil eletroforético do fragmento de 189 pb do polimorfismoCCR5Δ32, 
avaliado por eletroforese em gel de agarose a 1,2 %. M indica o marcador de 100 
pares de bases (pb). As amostras 1, 3 e 5 representam o genótipo de um 
indivíduo homozigoto para o polimorfismo CCR5  ás amostras 2 e 4 são de 
indivíduos heterozigotos apresentando genótipo CCR5/CCR5 ∆32. 
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Figura 7: Perfil eletroforético do fragmento de 258 pb do polimorfismo CCR5 
59029 A/G, clivado com a enzima SDU I e avaliado por eletroforese em gel de 
agarose a 2,0 %. M indica o marcador de 100 pares de bases (pb), a amostra 1 é 
do genótipo AA, a amostra 2 o genótipo GA e as amostras 3 o genótipo GG. 
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A B S T R A C T

CeC chemokine receptor type 5 (CCR5) is a chemokine receptor that influences the immune response to in-

fectious and parasitic diseases. This study aimed to determine whether the CCR5Δ32 and CCR5 59029 A/G

polymorphisms are associated with the development of ocular toxoplasmosis in humans. Patients with positive

serology for Toxoplasma gondii were analyzed and grouped as ‘with ocular toxoplasmosis’ (G1: n = 160) or

‘without ocular toxoplasmosis’ (G2: n = 160). A control group (G3) consisted of 160 individuals with negative

serology. The characterization of the CCR5Δ32 and CCR5 59029 A/G polymorphisms was by PCR and by PCR-

RFLP, respectively. The difference between the groups with respect to the mean age (G1: mean age: 47.3,

SD ± 19.3, median: 46 [range: 18–95]; G2: mean age: 61.3, SD ± 13.7, median: 61 [range: 21–87]; G3: mean

age: 38.8, SD ± 17.9, median: 34 [range: 18–80]) was statistically significant (G1 vs.G2: p-value< 0.0001;

t = 7.21; DF = 318; G1 vs.G3: p-value<0.0001; t = 4.32; DF = 318; G2 vs. G3: p-value<0.0001; t = 9.62;

DF = 318). The Nagelkerke r2 value was 0.040. There were statistically significant differences for the CCR5/

CCR5 (p-value = 0.008; OR = 0.261), AA (p-value = 0.007; OR = 2.974) and AG genotypes (p-value = 0.018;

OR = 2.447) between G1 and G2. Individuals with the CCR5/CCR5 genotype and simultaneously the CCR5-

59029 AA or AG genotypes have a greater risk of developing ocular toxoplasmosis (4% greater), which may be

associated with a strong and persistent inflammatory response in ocular tissue.

1. Introduction

Ocular toxoplasmosis (OT) is the most common cause of posterior

uveitis. Its severity may vary according to the immune system of each

patient and the reactivation of latent parasites within the retina trig-

gering necrotizing retinopathy and leading to visual impairment (de-la-

Torre et al., 2014). The lesions usually heal within two to four months

in immunocompetent patients leaving a hyper-pigmented scar. In more

than 70% of cases of patients seeking an ophthalmologist, OT lesions

that have healed are associated with other injuries (Maenz et al., 2014).

Some years ago, we demonstrated that OT represents 27% of ocular

diseases among patients from the northwestern region of São Paulo

State, Brazil (Ferreira et al., 2014).

CCR5 is a chemokine receptor expressed on several cells with im-

mune function whose role consists in the recruitment and mobilization

of cells to sites of inflammation (Silva-Carvalho et al., 2016). The

CCR5Δ32 polymorphism, characterized by a deletion of 32 nucleotides,

results in a low expression of a non-functional protein on the cell sur-

face (Gupta and Padh, 2015; Silva-Carvalho et al., 2016). Studies have

demonstrated that CCR5-deficient murine animals have increased sus-

ceptibility to T. gondii infection as well as an increase in the number of

parasites in the liver and intestine (Bonfá et al., 2014). Individuals with
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the AA genotype, which relates to the CCR5 promoter polymorphism

59029, show higher CCR5 expression on the leukocyte surface when

compared to the other genotypes (Oliveira et al., 2015).

These polymorphisms have been correlated with susceptibility to

various infectious diseases including HIV and inflammatory diseases

such as osteomyelitis, preeclampsia, rheumatoid arthritis and systemic

lupus erythematosus (Rao et al., 2014; Silva-Carvalho et al., 2016;

Gupta and Padh, 2015; Souza et al., 2015). The aim of this study was to

investigate possible associations of the CCR5Δ32 (rs333) and CCR5

59029 A/G (rs1799987) polymorphisms with the development of OT in

humans.

2. Materials and methods

2.1. Ethics information

All individuals, who agreed to participate in this research, were

informed about the nature of the study and were required to sign an

informed consent form authorizing the use of their samples. The study

was approved by the Research Ethics Committee of the Medicine School

in São José do Rio Preto (case #1980/2009).

2.2. Sample selection and clinical diagnosis

This study enrolled 320 immunocompetent patients with ser-

ologically diagnosed toxoplasmosis (IgG anti-T. gondii antibodies)

matched by gender, being treated in the Retinopathy Outpatient Service

of Hospital de Base of the Medicine School in São José do Rio Preto

(FUNFARME) and in the Medical Services Outpatient Clinic (AME) in

São José do Rio Preto. Patients were grouped as ‘with OT’ (G1;

n = 160) or ‘without OT’ (G2; n = 160). Patients ‘without OT’ had

other ocular diseases without any evidence of OT. In order to verify the

frequency of the alleles in the study population, a control group (G3)

was formed of 160 healthy volunteer blood donors from the blood bank

of São José do Rio Preto, whose serology results for antibodies against

toxoplasmosis were negative.

The clinical evaluation of subjects was conducted by two experi-

enced physicians using an indirect binocular ophthalmoscope

(Binocular Ophthalmoscope ID10, Topcon Corporation, USA), and all

were classified according to the ETDRS criteria (ETDRS, 1985).

2.3. Inclusion/exclusion criteria

The inclusion criteria of the patient groups were positive laboratory

diagnosis of toxoplasmosis, the presence of ocular scars/lesions (G1) or

without ocular scars/lesions due to toxoplasmosis (G2), and being a

resident in a municipality in the northwestern region of the state of Sao

Paulo. The inclusion criteria for the control group (G3) were negative

laboratory diagnosis for toxoplasmosis and living in the same geo-

graphical region as the patients.

The exclusion criteria for all groups were other infectious and

parasitic diseases, blood dyscrasia, and the use of oral anticoagulants.

2.4. Laboratory analysis

IgG anti-T. gondii antibodies were confirmed by enzyme-linked im-

munosorbent assay (ELISA) according to manufacturer’s instructions,

performed in duplicate (ETI-TOXO-G PLUS; DiaSorin S.p.A. Italy).

Genomic DNA was attained from peripheral blood using a com-

mercial kit for silica column extraction (QIAamp1DNA Blood Mini Kit,

QIAGEN, the Netherlands) following the manufacturer’s instructions.

Identification of the deletion of 32 base pairs of the CCR5 gene

(CCR5Δ32) was achieved using the polymerase chain reaction (PCR)

technique. The methodology used to identify the CCR5 59029 A/G

polymorphism in the promoter region of the CCR5 gene was polymerase

chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP).

The A/G alleles were identified by the presence of a restriction site for

the Bsp1286I enzyme (FastDigest, Fermentas-Thermo Scientific). The

PCR conditions were previously described in detail (de Oliveira et al.,

2015).

2.5. Statistical analysis

Genotype and allelic frequencies were obtained by direct counting.

Statistical calculations were performed using GraphPad Instat software

(version 3.06). The chi-square test was used to compare proportions

between groups, adopting a level of significance of 5%. The mean ages

were compared using the t-test. The Hardy–Weinberg equilibrium was

verified using the ARLEQUIN program version 3.11 (http://cmpg.

unibe.ch/software/arlequin3/). A binary logistic regression test (step-

wise method) was performed using the SPSS program (IBM, version 23)

Table 1

Characteristics and Frequencies of genotypes and alleles of the polymorphisms of the CCR5 gene in individuals with ocular toxoplasmosis without ocular toxoplasmosis and controls.

OT (G1) (n = 160) Without OT (G2) (n = 160) Controls (G3) (n = 160) p

Mean age (± SD) 47.3 ± 19.3ª,b 61.3 ± 13.7ª,c 38.8 ± 17.9b,c p-value < 0.0001*

Min/Max 18–95 21–87 18–80

Median 46 61 34

n % n % n %

Genotypes

CCR5/CCR5 141 88.1 148 92.5 144 90.0

CCR5/CCR5Δ32 19 11.9 12 7.5 16 10.0

Alleles

CCR5 301 94.1 308 96.2 304 95.0

CCR5Δ32 19 5.9 12 3.8 16 5.0

Genotypes

CCR559029 A/A 48 30.0 39 24.4 47 29.4

CCR559029 A/G 81 50.6 80 50.0 81 50.6

CCR559029 G/G 31 19.4 41 25.6 32 20.0

Alleles

CCR559029 A 177 55.3 158 49.4 175 54.7

CCR559029 G 143 44.7 162 50.6 145 45.3

OT = Ocular toxoplasmosis.

a = G1xG2.; b = G1xG3; c = G2xG3.

* G1xG2; G1xG3; G2xG3 p-value< 0.0001.
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to verify the risk factors associated with the development of OT.

3. Results

Four hundred and eighty subjects were analyzed. Table 1 shows the

characteristics of individuals with toxoplasmosis and control subjects.

The differences between groups in respect to the mean age were sta-

tistically significant (G1 vs.G2: p-value<0.0001; t = 7.21; DF = 318;

G1 vs. G3: p-value<0.0001; t = 4.32; DF = 318; G2 vs. G3: p-

value<0.0001; t = 9.62; DF = 318).

In all groups, the distribution of the genotypes of the CCR5Δ32 and

CCR5 59029 A/G polymorphisms were in Hardy-Weinberg equilibrium

(p-value≥ 0.05). No statistical difference was found both for alleles

and for genotypes of the CCR5 gene (homozygotes and heterozygotes)

between individuals with OT and controls.

Statistical analysis of the risk factors for the CCR5 polymorphisms

identified statistically significant differences for the CCR5/CCR5 (p-

value = 0.008; OR = 0.261), AA (p-value = 0.007; OR = 2447) and

AG (p-value = 0.018; OR = 2.477) genotypes between G1 and G2. The

Nagelkerke r2 value was 0.040. Multivariate logistic regression analysis

showed that individuals in G1 and G2 who presented the CCR5/CCR5

genotypes and simultaneously AA or AG had a higher risk of developing

OT (equivalent to 0.04 times or 4% greater). There was no statistically

significant differences in the distribution between genders within the

groups.

4. Discussion

This study tested the hypothesis that the CCR5Δ32 and CCR5

59029A/G polymorphisms of the CCR5 gene are associated with the

development of eye damage due to toxoplasmosis. Two groups of pa-

tients, both of which had clinical and serologic diagnoses of the disease,

were selected in order to investigate the potential effect of the asso-

ciation of these polymorphisms on the presence and absence of ocular

disease. A group of individuals without infection (G3) was also selected

to measure the frequency of these polymorphisms in a healthy popu-

lation. To our knowledge, this is the first study that analyzed the fre-

quencies of these two polymorphisms of the CCR5 gene in the devel-

opment of OT in humans.

At first glance, data from this study seem to indicate that both

polymorphisms are not associated with the development of OT. The

differences in frequencies of both the analyzed polymorphisms between

the groups of patients and controls were not statistically significant.

However, after the multivariate logistic regression analysis we observed

that the individuals of G1 and G2 who presented the CCR5/CCR5

genotypes and simultaneously the CCR5-59029 AA or AG genotypes

have a higher risk of developing OT (equivalent to 0.04 times or 4%

greater).

Bonfá et al. (2014), using a murine model, observed that homo-

zygous mice for the CCR5 gene (−/−) showed marked susceptibility to

infection, presenting 100% mortality in up to 16 days after inoculation

of T. gondii, while 70% of the wild-type animals (controls) survived

until the 30th day after infection. In addition, histological tests of the

liver and small intestine showed that a greater amount of DNA of the

parasite was identified in CCR5−/− animals compared to control ani-

mals.

The CCR5 gene encodes the receptor of the same name, which, in

addition to being expressed in different cell types, allows the binding of

the CCL3, CCL4 or CCL5 chemokines (Blanco and Ochoa-Callejero,

2012; Carpenter et al., 2014; Ortiz-Alegría et al., 2010). There is evi-

dence that binding of these chemokines to CCR5 is crucial to trigger the

immune response against different microorganisms (Blanco and Ochoa-

Callejero, 2012; Gupta and Padh, 2015; Kikumura et al., 2012; Oliveira

et al., 2014; Wong and Fish, 2003). A fundamental role in protecting

against intracellular and extracellular parasites has been attributed to

CCR5, because it modulates the initial immune response against the

parasite.

Experimental studies show that CCR5 plays an important role in

controlling natural killer (NK) cell activity in tissues infected by T.

gondii. There is evidence that animals with CCR5 deficiency have de-

creased inflammatory response with higher parasitemia and conse-

quently higher death rates (Khan et al., 2001, 2006; Kikumura et al.,

2012). According to Kikumura et al. (2012), CCR5 is one of the main

molecules in the retina of animals during T. gondii infection; this is

justified as the levels of CCR5 expression have reached a peak in the

retina and brain of the murine animals by the 28th day of infection.

Activation of the immune response against parasites involves the

recruitment of a variety of cells including neutrophils, T lymphocytes,

macrophages, dendritic cells and inflammatory monocytes. The CCR5

receptor may be expressed by resident cells or by those that migrate to

the tissue after stimulation by pro-inflammatory cytokines such as in-

terleukin-12 (IL-12), IFN-γ and TNF, or when in contact with the pa-

thogenic agent (Moser and Loetscher, 2001). Thus, the mechanisms that

control replication of the parasite and the subsequent inflammation can

indeed be partly due to the cells recruited by CCR5.

Neutrophils, Macrophages and dendritic cells are essential in the

initial phase of immune response because they are IL-12 secreting cells;

this cytokine is essential for resistance against infection (Denkers et al.,

2003; Scott and Hunter, 2002). IL-12 stimulates NK cells to produce

IFN-γ and to promote the development of Th1 cells that produce IFN-γ

(Gazzinelli et al., 1994). The interaction of parasite antigens with the

CCR5 chemokine receptor induces IL-12 synthesis in mature dendritic

cells, with this being a major pathway of IFN-γ-dependent resistance to

infections (Aliberti et al., 2000). Intraocular immune response is sup-

pressed under normal circumstances, but there is experimental evi-

dence that T. gondii infection promotes the production of factors such as

IFN-γ that suppress the immune privilege of this organ. Thus, factors

similar to the response that occurs in other tissues are involved in the

development of eye injuries (Gazzinelli et al., 1994; Kijlstra and

Petersen, 2014; Maenz et al., 2014; Roberts and McLeod, 1999).

Human studies reveal that a mutant allele of the CCR5 gene, with a

32 base pair deletion, results in reduced cell surface expression of

CCR5, decreasing the efficiency of the immune response in these in-

dividuals (Blanpain et al., 2000; Vallochi et al. Al., 2008). We observed

that individuals who had this deletion of 32 base pairs in heterozygosity

did not have an increased risk of developing ocular toxoplasmosis, since

this alteration appears to protect ocular tissue by the reduced expres-

sion of the CCR5 chemokine and consequently lower immune and in-

flammatory response. Additionally, Vallochi et al. (2008) did not ob-

serve any association between the CCR5Δ32 allele and ocular

toxoplasmosis in Brazilian patients, as this is a rare variant, thereby

corroborating the results found in this study.

Machado et al. (2014) reported that the immune response may

partially promote the development of ocular lesions resulting from T.

gondii infection and the mechanisms involved may be associated with

the pathogenesis and protective effects that control tissue damage. The

increased frequency of circulating NK cells and proinflammatory

monocytes in children infected with T. gondii, especially those who have

active ocular lesions, are indicative of an intense and persistent proin-

flammatory response.

Clinical diagnosis of OT is suspected based on the results of the

dilated fundus examination which is used to verify the presence of

exudative lesions and scars characteristic of this disease (Pleyer et al.,

2014; Vasconcelos-Santos, 2012). However, the analysis of serum to

detect the presence of IgG anti-T. gondii antibodies indirectly ensures

that all patients in G1 and G2, that is, with and without OT, were ex-

posed to the parasite (Dhakal et al., 2015; Martins et al., 2015).

Although studies reported that the clinical diagnosis alone leads to a

considerable number of false positive results as confirmed by biological

ocular fluid tests (de-la-Torre et al., 2007, 2009; Vasconcelos-Santos

2012; Ozgonul and Besirli, 2017), in this study all the patients with

clinical diagnoses by two ophthalmologists, were also submitted to

G.M. de Faria Junior et al.



serology tests using the ELFA technique.

The average age of the seropositive patients (G1 and G2) was higher

than the mean age of the individuals with negative serology (G3). This

finding is easy to understand because the greater the host’s age, the

greater is the chance of exposure to this infection. In addition, the

average age of the patients with OT (G1) was lower than the mean age

of those without evidence of the disease (G2). This observation is

consistent with previously published data (Ayo et al., 2016; Ayo et al.,

2015; Ferreira et al., 2014; Hofhuis et al., 2011). Infection with T. gondii

occurs at any time in life but a significant number of patients are in-

fected congenitally (Kijlstra and Petersen, 2013; Pfaff et al., 2014).

However, there are no diagnostic tests that reliably define at what time

the infection occurred. The disease can also manifest in childhood and

the resulting scars tend to be persistent. Therefore, it is not unusual to

find population analyzes reporting the presence of this disease in young

age groups (Gonzalez Fernandez et al., 2016; Arantes et al., 2015;

Dubey et al., 2012; Maenz et al., 2014; Nogareda et al., 2014; Hofhuis

et al., 2011).

Individuals with the CCR5/CCR5 genotype and simultaneously the

CCR5-59029 AA or AG genotypes have a greater risk of developing

ocular toxoplasmosis, which may be associated to a strong and persis-

tent inflammatory response in the ocular tissue.
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5 Conclusões 
 

1. Os polimorfismos CCR5Δ32 (rs333) e CCR5 59029 (rs1799987) não 

estão associados ao desenvolvimento da toxoplasmose ocular. 

 

2. Os indivíduos com genótipos selvagens CCR5/CCR5 e CCR5 59029 AA 

ou AG apresentam maiores chances de desenvolver toxoplasmose 

ocular.  

 

3. A resposta imune forte e persistente no tecido ocular está associada ao 

desenvolvimento de toxoplasmose ocular. 
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