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CARACTERIZACAO DO PERFIL DOS GENES KIR NA RECIDIVA DE TOXOPLASMOSE OCULAR
APOS EPISODIO ATIVO.

RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Thays Euzebio Joaquim

A toxoplasmose é uma infeccdo causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, parasita
intracelular obrigatério de ampla distribuicdo mundial. A lesdo caracteristica da toxoplasmose
ocular (TO) é a retinocoroidite, principal causa de uveite posterior, podendo deixar sequelas
graves, inclusive a perda da visdo. Embora existam muitos estudos referentes a imunologia da
toxoplasmose sistémica, pouco se conhece a respeito da resposta imune na TO humana. As células
natural killers (NK) sdo células efetoras do sistema imune inato, cuja funcdo principal é a
atividade citotoxica. Elas interagem com as células-alvos por meio de receptores, que emitem
sinais de inibicdo ou ativacdo. Dentre os receptores de células NK, os receptores semelhantes a
imunoglobulina (KIR), merecem destaque devido ao seu elevado polimorfismo. O interesse pelo
estudo desses genes esta na eficiéncia de serem utilizados como marcadores genéticos em estudos
de associacdo com doencas. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo analisar o
polimorfismo dos genes KIR, no curso da infecgdo toxoplasmica ocular, verificando se 0 mesmo
estaria associado com a ocorréncia de recidivas oculares apds episodio ativo. Participaram desse
estudo 101 pacientes com diagndstico de toxoplasmose ocular, oriundos do ambulatério de
Oftalmologia do Instituto Nacional de Infectologia (INI/Fiocruz) RJ. Observamos que 0s genes
KIR3DL1, KIR2DL1, KIR2DS4, KIR2DP1 foram os mais prevalentes (acima de 95%) em nossa
populacdo e que essas altas frequéncias sdo similares as encontradas em outras regides brasileiras.
Caracterizamos 25 gendtipos KIR e observamos uma maior frequéncia dos genotipos 1 (31,7%), 4
(11,9%), 2 (10,9%) e 3 (7,9%), todos com distribuicdo cosmopolita. A analise entre as distancias
genéticas revelou um grupamento dos pacientes em estudo com populagdes do Rio de Janeiro,
Porto Velho e de paises do continente Americano. Observamos que o gene inibidor KIR2DL2 e o
gene ativador KIR2DS2 estavam mais frequentes nos individuos sem recidiva (P=0,03 e P= 0,02,
respectivamente), sugerindo que ambos possam estar atuando como marcadores de protecdo a
recidiva de TO. O grupo recidiva apresentou maior variabilidade genotipica (20/25), sendo 0s
gendtipos 1 (36,3%) e 2 (13,8%), os mais frequentes. No grupo sem recidiva, 0s genotipos mais
frequentes foram o 1 (23,7%) e 0 4 (21%). Ao avaliarmos a variacdo da proporcdo entre genes
KIR inibidores e ativadores, observamos que a maioria dos individuos com média ponderada
negativa pertencia ao grupo dos individuos com recidiva (62,7%; P= 0,003), sugerindo que a
menor proporcdo de genes KIR ativadores possa estar associada a susceptibilidade. Ndo ha na
literatura dados que relacionem o polimorfismo de genes KIR com esta doencga. A caracterizacdo
destes genes torna este estudo pioneiro na pesquisa de associagdo entre o polimorfismo dos genes
KIR e a recidiva de TO.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

Thays Euzebio Joaquim

Toxoplasmosis is an infection caused by the protozoan Toxoplasma gondii, obligate
intracellular parasite of worldwide distribution. The characteristic injury of ocular
toxoplasmosis (OT) is the retinochoroiditis, which is the main cause of posterior uveitis and
can leave serious consequences, including blindness. Although there are many studies about
the immunology of systemic toxoplasmosis, the immune response in human TO still unclear.
The natural Killer cells (NK) are effectors cells of the innate immune system, whose main
function is the cytotoxic activity. They interact with target cells through receptors that emit
inhibition or activation signals. Among the NK cell receptors, immunoglobulin-like receptors
(KIR) deserve attention due to their high polymorphism. Interest in the study of these genes is
in the efficiency of use as genetic markers in association studies to diseases. In this context,
this study aimed to analyze the polymorphism of KIR genes in the course of ocular
toxoplasmosis infection by checking whether it was associated with the occurrence of eye
relapse after active episode. Participated in this study 101 patients with ocular toxoplasmosis,
arising from the Ophthalmologic Clinic of the National Institute of Infectious Diseases
(INI/Fiocruz) RJ. We observed that the genes KIR3DL1, KIR2DL1, KIR2DS4, KIR2DP1 were
the most prevalent (over 95%) in our population and that these high frequencies are similar to
those found in other Brazilian regions. We identified 25 KIR genotypes and found a higher
frequency of genotypes 1 (31.7%), 4 (11.9%) and 2 (10.9%), all with worldwide distribution.
The analysis of genetic distances revealed a cluster of patients in a study with populations of
Rio de Janeiro, Porto Velho and the American continent. We note that the KIR2DL2 inhibitor
gene and the gene activator KIR2DS2 were more frequent in patients without recurrence (P =
0.03 and P = 0.02, respectively), suggesting that both may be acting as a protective marker for
recurrence TO. The recurrence group had higher genotypic variability (20/25), and genotype 1
(84%) and 2 (32%), were the most frequent. In the group without recurrence, the most
common genotypes were 1 (36%) and 4 (32%). When evaluating the change of ratio of KIR
genes inhibitors and activators, observed that most individuals with negative weighted
average belonged to the group of individuals with recurrence (62.7%; P = 0.003), suggesting
that the lowest proportion of KIR genes activators may be associated with susceptibility.
There is no data in the literature that relate polymorphism of KIR genes with this disease. The
characterization of these genes makes this pioneering study on the association between the
polymorphism survey of KIR genes and the recurrence OT.



Sumario

LiSta de TADEIAS ......ocveiiiiiici e Xi
I 1Sy = W L= T U TSRS Xii
LiSta de ADFEVIATUIAS ........ooveiiiiiiiieiiieee et Xiii
I 1 011 oo [N 0% Lo TSRS TP TP PR PROPPRRPRO 1
2. REVISAO 0a LITEIATUNA. .....cviiiiiiieiiciee ettt 3
2.1 TOXOPIASMA GONTIT ...ttt 3
2.1.1 EStAQIOS A0 T.QONAIT w.veviriiiiiiiiieieicsiee e 4

2.1.2 CIClO DIOIOGICO .....ooveiieiieee e e 5

A ) (o] o] - 1 1 10 <] TSR 7
2.2.1 TOXOPIASMOSE OCUIAL.......cviiiieiieie ettt 8

2.2.2 Imunologia da TOXOPIASIMOSE. ........ccciierierireiieceecte ettt sreas 9

2.2.3 Imunidade da Toxoplasmose OCUIAT..............c.ecveriiiieieeie e 12

2.3 CAlUIAS NALUFAl KIHEE ..o 12
2.3.1 Receptores das CEIUIAS NK..........ccooiiiiiiie e 14

2.3.2 RECEPIOIES KIR....eiiiiiie ittt nnaees 15

2.3.3 Nomenclatura e Classificagao KIR............coiiiiiiiiiiiniieee e 17

2.3.4 Organizacdo genética dos KIR e variabilidade haplotipica............cccccoevrviviiennnne. 19

2.4 Ligantes de KIR....... oot 21
2.5 AsS0CIaga0 entre KIR € DOBNGAS.........oiue ittt 21
Be JUSHITICALIVAL ... bbbttt r et b s 23
@ o] 1= (1oL PSPPSR 25
4.1 ODJEUIVO GEIAl ... 25
4.2 ODJetivos ESPECITICOS .....ciiiiiiiiiiiiciie ettt sae s 25
5. Material € MAELOAOS .......cciiiiiiiiiii e e 26
5.1 ASPECLOS BLICOS ...vvveivierieriesieiesiestesie st eteasee e e stestestestesbesreaseesaeseetebesaesbesbeaseaseeneeneeneens 26
5.2 VOIUNTATIOS. ...t bbbttt 26



5.2.1 Critérios de elegibilidade ............cccooieiieiiie e 27

TR S To] o] (o]0 - NSRS 27
5.3.1 Reacédo de Imunofluorescéncia INAITeta...........coovrvreiieieieiee e 27
B2 ELISA . ..ottt re e e enes 28

5.4 Tipagem doS §eNES KIR ... 28

5.4.1 EXtracao d0 DNA gENOMICO.......ccuiiiiirieiiieieiest ettt 28

5.4.2 Quantificagao d0 DINA. ..o 29

5.4.3 GenotiPagem KIR........ooiiiiiiiieee et 29
5.4.3.1 Amplificacdo do DNA por reacdo em cadeia da polimerase.................... 30

5.4.3.2 Desnaturacao e NeutralizaGao..........cccccveveeveeiiecieiiese e 32

5.4.3.3 HIDMIZAGHO. .....ccvveieiiecitei e 32

5.5 ANALISES ESTALISTICAS ....veivieveeiieieie et 33
B. RESUITATOS. ... ettt bbbttt et sbeebeen et e e 34
6.1 Caracteristicas epidemiologicas da populacdo estudada (individuos com e sem
LETo o L1V ) T TSSOSO PP PR PR PP 34
6.2 Anélise da presenca dos genes KIR na populagao..........ccccoeeveiieiniienccnenieene, 36
6.3 Perfil genético dos receptores KIR..........c.ooi i 38
6.4 Analise das diStAnCias GENELICAS. ..........coveiieii i 40

6.5 Andlises comparativas dos individuos com recidiva versus individuos sem

LT[0 L VPSSR 42
6.5.1 Caracteristicas epidemioldgicas dos individuos com recidiva ............ccccccevvennene 42

6.5.2 Caracteristicas epidemioldgicas dos individuos sem recidiva.............cccocevevveennene 42

6.6 Analise da presenca dos genes KIR nos individuos com e sem recidiva................. 42
6.7 Perfil genético dos receptores KIR nos individuos com e sem recidiva................ 44

6.8 Andlise entre a média ponderada dos genes KIR inibidores e ativadores nos

grupos dos individuos com € SemM FeCidiVa...........ccccveveiieiicie e 45
5o U5 o PP SRUR ORI 48
ST O] o] 11 1:3- o LSS 55
T =] =] =] 1o = TS SSR 56
J0. AANIEXOS. ..ttt etttk etttk ekt bkt b £ Rt b e R e e bt e R et e Ee e e R et e bt e eRn e e bt e nnn e e nnn e 64

Xi



Lista de Tabelas

Tabela 5.1: Quantidade dos reagentes para a reacdo em cadeia da polimerase ..................... 31
Tabela 5.2: CondicOes da ciclagem das regides alvos dos genes KIR.........cccooevveiviininene. 31
Tabela 5.3: Mistura para SAPE POr @mMOSTIa .........ccviiiiiiieieriesiesesiesi e 32

Tabela 6.1: Principais caracteristicas epidemioldgicas de pacientes atendidos no ambulatério
de oftalmologia do Instituto Nacional de Infectologia, FIOCruz,RJ.........ccccevviiiiiiiiiiiins 35

Tabela 6.2: Distribuicdo das frequéncias dos genes KIR em pacientes atendidos no
ambulatério de oftalmologia do Instituto Nacional de Infectologia, Fiocruz, RJ.... ............... 37

Tabela 6.3: Perfil genotipico de KIR de pacientes atendidos no ambulatério de oftalmologia

do Instituto Nacional de Infectologia, FIOCIUZ, RJ.........cccccviiiiiciicicceccece e 39

Tabela 6.4: Distribuicdo das frequéncias dos genes KIR nos individuos com e sem recidiva

atendidos no ambulatério de oftalmologia do Instituto Nacional de Infectologia, Fiocruz

Tabela 6.5: Média ponderada dos genes KIR Inibidores e Ativadores nos grupos dos

INAIVIAUOS COM © SEIM TCITIVA. .eeeee ettt ettt et e e e ettt e e e e e e e e et e eeeeeeeeeetareeeeeeens 46

Tabela 6.6: Distribuicdo dos gendtipos entre os individuos a partir da média ponderada...... 47

xii



Lista de Figuras

Figura 2.1: Ciclo biologico do Toxoplasma gondii .........c.ccceevviveeiieiiiieieese e 6
Figura 2.2: Mapa do mundo simplificado da soroprevaléncia global para T. gondii ............... 7
Figura 2.2.1: Resposta imune inata para Toxoplasma gondii durante a infecgdo.................... 11
Figura 2.3: Reconhecimento das CEIUIAS @IVO .........cccoeveieiiiiiiccceee e 14

Figura 2.4: Localizacdo cromossémica do LRC (Complexo do Receptor Leucocitario)

destacando-Se 0S GENES KIR. ........oiiiiiiiieic ettt 16
Figura 2.5: Nomenclatura dos genes KIR adotada pelo HUGO...........cccocviiiiiencicicicnnns 18
Figura 2.6: Estrutura esquematica dos receptores KIR ... 19
Figura 2.7: Organizagao dos genes KIR ... s 20
Figura 2.8: Organizagéo gendmica do conjunto de genes KIR .........cccoovviiienincncninenenn 21
Figura 5.1: Principais etapas da genotipagem dos genes KIR..........c.ccoovviiinnnenineeieene, 30

Figura 6.1: Tempo de acompanhamento e quantidade de episddios de recidiva de pacientes

atendidos no ambulatério de oftalmologia do Instituto Nacional de Infectologia, Fiocruz

Figura 6.2: Dendograma Neighbour-JOININg ........ccceiiiiiineneesee s 41

Figura 6.3: Diagrama de Venn identificando os perfis genotipicos de KIR da populacéo de
pacientes atendidos no ambulatério de oftalmologia do Instituto Nacional de Infectologia,

Fiocruz RJ (n=96), N0S grupos COM € SEM FECIAIVA .......ccveeivieirieiie e 40

Figura 6.4: Distribuicdo dos gendtipos nos individuos com e sem recidiva atendidos no

ambulatério de oftalmologia do Instituto Nacional de Infectologia, Fiocruz

Xiii



Lista de abreviaturas

ATIV: Ativadores

CD4: Molécula expressa na superficie de células T auxiliares e em subpopulacdes de células
NKT e NK

CD8: Molécula expressa na superficie de linfécitos T citotoxicos, e em subpopulacbes de
células NKT e NK

CD16: Receptor de células NK, neutrofilos, mondcitos e macrofagos

CD94: Receptor de células NK (também conhecida como KLRD1 - killer cell lectin-like
receptor subfamily D, member 1)

CD94/NKG2: Receptor do tipo Lectina-C (formado pela associagdo covalente da proteina
CD94 e uma molécula de NKG2)

DAP12: Adaptador proteico transmembrana 12 (DNAX activation protein of 12 kD)

DP: Desvio padréao

DNA: Acido Desoxirribonucleico

GM-CSF: Fator estimulador de colonias de granuldcitos e macréfagos (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor)

HLA: Antigeno Leucocitario Humano (Human Leucocyte Antigen)

HUGO: Organizagdo do Genoma Humano (Human Genome Organization)

IC: Intervalo de Confianca

IFN-y: Interferon-gama

19gG: Imunoglobulina G

IL: Interleucina

INIB: Inibidores

ITIM: Imunoreceptores com Motivos Inibidores baseados em Tirosina

ITAM: Imunoreceptores com Motivos Ativadores baseados em Tirosina

kb: Quilobase

KIR: Receptores de células NK semelhantes a imunoglobulina (Killer-cell Ig-like Receptor)
LIR: Receptores de leucdcitos semelhantes a imunoglobulina (Leukocyte 1g-like Receptor)
mL: Mililitros

min: Minutos

pL: Microlitros

Mg: Micrograma

MHC: Complexo Principal de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex)

N: Ndmero de amostras

ng: nanograma

NK: célula Natural killer

NKG2: Receptor de ativagdo de células NK (também conhecido como CD159a)

NKT: célula T do tipo Natural killer

NO: Oxido nitrico

pb: Pares de bases

PCR: Reac¢do em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction)

seg: segundos

SSO: Sonda Sequéncia Especifica (Sequence-Specific Oligonucleotide)

TGF-p: Fator de Crescimento Tumoral Beta (TUMOR GROWTH FACTOR)

Thi: Célula T helper do tipo 1

TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa (TUMOR NECROSIS FACTOR)

TO: Toxoplasmose ocular.

Xiv



1. Introducéo

A toxoplasmose € uma infec¢do originada por um coccideo, o Toxoplasma gondii
(T. gondii), parasita intracelular obrigatorio de humanos, passaros, roedores e outros animais
(hospedeiros intermediarios) e de felideos (hospedeiros definitivos). Pertence ao filo
Apicomplexa, ordem Eucocciida e possui ampla distribuicdo mundial, caracterizando, na
maioria dos casos, uma infecgdo crénica assintomatica (Splendore, 1909; Coura 2005; Rey,
2008; Amendoeira et al, 2010).

O T. gondii pode ser encontrado em Vvarios tecidos e células (exceto nas hemacias) e
fluidos corporais. Apresenta-se de trés formas: taquizoitos (forma proliferativa encontrada nos
Orgdos, sangue e secrecOes dos hospedeiros durante a fase aguda), bradizoitos (forma
encontrada em varios tecidos, geralmente durante a fase cronica da infeccao) e oocisto (forma
de resisténcia, produzida nas células intestinais de felideos ndo imunes e eliminados imaturos
nas fezes) (Neves, 2005). A infeccdo pode ser causada pela ingestdo de oocistos (solo, &gua e
alimentos contaminados) ou cistos teciduais (carne crua ou mal cozida) e por via

transplacentaria (Amendoeira et al., 1999).

De acordo com o momento da infeccdo, a toxoplasmose pode ser classificada como
congénita ou adquirida. A toxoplasmose congénita pode ser exclusivamente ocular ou estar
acompanhada de alteragOes sisttmicas ou do sistema nervoso central (Holland, 2003).
Enquanto que, a forma adquirida é geralmente assintomaética e acomete os olhos na sua fase
aguda em até 10% dos casos, sendo que nestes casos, na maioria das vezes, apresenta-se
quadro clinico leve, transitério e até pode passar despercebida, principalmente em criancas e
adultos jovens (Nussenblatt et al, 1996).

O diagnostico € realizado por meio da associacdo das manifestagdes clinicas com a
confirmacéo por técnicas soroldgicas, como o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e a Prova de Hemoaglutinacdo (HAI), que visam a

deteccdo do parasita (Brasil, 2010).

A toxoplasmose é uma das causas mais importantes de uveites no mundo. No Brasil, a
forma ocular é responsavel por aproximadamente 50% do total de uveites (Souza e Belfort,
2014). A prevaléncia de infeccdo por T. gondii aumenta com a idade, na mesma proporcao

que a incidéncia de retinocoroidite, ou seja, ocorrendo com frequéncia na segunda e terceira



décadas da vida. Tais fatores podem estar relacionados com aspectos imunologicos (Holland,
2003).

A retinocoroidite é a lesdo caracteristica da toxoplasmose ocular e consiste em uma
inflamacdo grave e necrosante. E comumente acompanhada de uveite anterior e reagio
inflamatdria do vitreo, sendo, reconhecidamente, a causa mais comum de uveite posterior e
podendo deixar sequelas graves, inclusive ocasionando perda completa da visdo (Montoya &
Liesenfeld, 2004; Cordeiro et al, 2010). Essa lesdo se mantém ativa durante semanas e,
mesmo apos cicatrizacdo, pode conter cistos do T. gondii, de forma que o protozoério

permanece viavel nos tecidos durante anos (Medeiros et al, 2010).

A toxoplasmose ocular é uma doenga de carater recidivante. Segundo Oréfice (2005)
cerca de dois tercos dos pacientes apresentam recorréncia. Embora existam muitos estudos
referentes a imunologia da toxoplasmose sistémica, pouco se conhece a respeito da resposta

imune na toxoplasmose ocular humana.

As células natural killers (NK) sdo células efetoras do sistema imune inato, que
interagem com outras células por meio de citocinas e quimiocinas, sendo a atividade
citotoxica sua principal funcdo. O reconhecimento das células-alvo pelas NK é realizado pelos
seus receptores celulares, que podem tanto enviar sinais de ativacdo como de inibicdo. Dentre
os receptores de células NK, podemos destacar os receptores semelhantes a imunoglobulina
(da sigla em inglés KIR - Killer Immunoglobulin- like Receptor) (Jobim e Jobim, 2008;
Lysakova-Devine et al. 2014; Ge et al., 2014).

Os receptores KIR sdo codificados por uma familia de 16 genes localizada no brago
longo do cromossomo 19 (19g13.47). O polimorfismo desses genes pode ser representado por
presenca/auséncia génica, diversidade alélica e formacdo de haplotipos. Dessa forma, os
genes KIR séo altamente polimorficos e suas frequéncias variam entre populagdes (Jobim e
Jobim, 2008; Rudnick et al, 2010; Augusto et al, 2015).

A importancia da tipagem de genes KIR esta relacionada com o conhecimento da
diversidade desses genes em diferentes individuos, ao papel exercido pelos mesmos na
resposta imune inata e sua relacdo com a predisposicdo ou com a resisténcia ao

desenvolvimento de doengas (Rudnick et al, 2010; Augusto et al, 2015).



2. Reviséo da literatura
2.1.Toxoplasma gondii

O T. gondii, agente causal da toxoplasmose, foi descrito por Nicolle e Manceaux em
1909, em um pequeno roedor (Ctenodactylus gundi), na Tunisia, no norte da Africa.
Simultaneamente no Brasil, Splendore (1909) observou o mesmo parasita em coelhos
mantidos em laboratério. Inicialmente, acreditou-se ser uma forma particular de
Leishmania sp., no entanto, os primeiros autores constataram que se tratava de um novo
parasita, sendo, entdo, criado o género Toxoplasma e a espécie T. gondii (Nicolle &
Manceaux, 1909).

Diversos casos de doenca humana foram descritos e, com o desenvolvimento do teste
soroldgico, referido como prova do corante ou “dye test”, por Sabin e Feldman, em 1948, foi
possivel associar as varias apresentacdes clinicas da doenga a etiologia por T. gondii (Sabin e
Feldman, 1948).

Inicialmente foi classificado como pertencente ao filo Apicomplexa, Classe
Sporozoazida, Ordem Eucoccidiorida, Subordem Eimeriorina, Familia Sarcocystidae
(Cavalier-Smith 1993). No entanto, a Sociedade de Protozoologia, por meio de pardmetros
filogenéticos e ultraestruturais, propds uma reclassificacdo. Desta forma, o parasita foi
inserido no Super-grupo: Sar (abrange todos dos grupos Stramenopiles, Alveolata, e Rhizaria
- SAR), Primeiro grupo Alveolata, Segundo grupo Apicomplexa (complexo apical), Terceiro
grupo Conoidasida (complexo apical), Quarto grupo Coccidia (gametas maduros intracelular)
e Quinto grupo Eimerioirina (esporocisto no interior do oocisto imoével) (Adl et al., 2012).

O T. gondii é um protozoario parasita intracelular obrigatério que pode infectar
qualquer animal vertebrado de sangue quente, e € um patdogeno de importancia medica e
veterinaria (Dubey, 2008; Dupont et al., 2012).

A infeccdo pelo T. gondii pode ocorrer por trés vias principais: a) ingestdo de oocistos
eliminados nas fezes de gatos infectados - presentes no solo, agua ou alimentos contaminados;
b) ingestdo de cistos encontrados em carne crua ou mal cozida e c) congénita ou
transplacentaria. Mais raramente, também pode ocorrer infec¢do por ingestdo de taquizoitos
em leite contaminado ou saliva, acidente de laboratério, transfusdo sanguinea e transplante de
orgdos (Dubey e Jones, 2008; Dubey, 2010).



Ap0s a ingestdo do oocisto, o parasita se converte em uma forma proliferativa rapida
conhecida como o taquizoito, o que resulta na disseminacao sistémica do parasita a todos 0s
tecidos. Sob circunstancias normais, esta infec¢do sistémica é eficazmente controlada pela
resposta imunitaria do hospedeiro (Weiss et al., 2009). O parasita entdo se converte em uma
forma proliferativa lenta conhecida como o bradizoito, que persistem em cistos teciduais nos
tecidos neurais e musculares do hospedeiro durante toda a vida (Frenkel, 1973; Dupont et al.,
2012).

2.1.1 Estagios do T. gondii

Durante o ciclo evolutivo, o parasita apresenta as seguintes formas infectantes:

- Oocistos: forma de resisténcia produzida exclusivamente nas células intestinais de felideos
ndo imunes. Com a defecacdo pelo felino, os oocistos imaturos séo libertados no ambiente,
onde ocorre a esporulacdo. S&o esféricos, medindo cerca de 12,5x11 um. ApGs a esporulagéo
no meio ambiente contém dois esporocistos, com quatro esporozoitos cada (Amato Netto e
Campos, 1970; Dubey et al., 1998; Amendoeira et al., 1999; Furtado et al., 2013).

- Taquizoitos: forma proliferativa rapida responsavel pela disseminacgdo sistémica e infeccéo
tecidual ativa nos hospedeiros intermediarios. A invasao envolve a liberacdo de proteinas a
partir de granulos de secrecdo, que sdo excretadas através da organela condide tubular, o qual
é alojado dentro do complexo apical. Ao entrar em uma célula hospedeira, o taquizoito torna-
se envolvido por uma membrana formando o vacuolo parasitéforo, derivada principalmente a
partir da membrana da célula hospedeira, na qual é capaz de sobreviver e se multiplicar. Além
do complexo apical e um complexo de citoesqueleto, que permite a mobilidade independente,
taquizoitos contém organelas comuns, incluindo ribossomos, reticulo endoplasmatico,
aparelho de Golgi e mitocondrias. S0 encontrados nos Orgaos, sangue e secrecfes dos
hospedeiros durante a fase aguda. Apresenta-se com a forma que lembra uma banana ou meia-
lua, com uma das extremidades mais afilada e a outra arredondada, medindo cerca de 2x 6 pm
e nucleo em posicdo central. SAo pouco resistentes & acdo do suco gastrico (Amato Netto e
Campos, 1970; Dubey et al., 1998; Amendoeira et al., 1999; Furtado et al., 2013).

- Bradizoito: forma encontrada em varios tecidos (musculares esqueléticos e cardiacos,
nervoso e retina), geralmente durante a fase cronica da infeccdo. Os bradizoitos sé&o
encontrados, de inicio, dentro do vacuolo parasitoforo de uma célula, cuja membrana forma a

parede porosa do cisto tecidual. O tamanho do cisto varia de acordo com a célula parasitada e
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0 numero de bradizoitos em seu interior, podendo atingir até 200um. Os bradizoitos sao
resistentes a tripsina e a pepsina, podendo permanecer vidveis nos tecidos por anos (Amato
Netto e Campos, 1970; Dubey et al., 1998; Amendoeira et al., 1999; Furtado et al., 2013).

2.1.2 Ciclo Biologico

O ciclo bioldgico do T. gondii desenvolve-se em duas fases distintas: fase sexuada ou
coccidiana, que ocorre no epitélio intestinal de felideos e fase assexuada, que ocorre nos
tecidos de varios hospedeiros intermediarios (Frenkel et al., 1970; Dubey et al., 1998; Furtado
et al., 2013) (Figura 2.1).

A fase sexuada ocorre somente nas células do epitélio intestinal dos felideos, apds a
ingestdo de cistos teciduais pelos mesmos. As enzimas digestivas liberam os bradizoitos, que
invadem o epitélio intestinal. Os bradizoitos sofrem replicacdo e transformacdo produzindo
microgametas, que fertilizam macrogametas para produzir zigotos. Ap0Os a formacdo da
parede celular, o zigoto se diferencia em oocisto imaturo e rompe 0s enterdcitos, sendo
eliminado juntamente com as fezes dos felideos no meio ambiente. A esporulacdo do oocisto
ocorre no prazo de 5 dias. Cada oocisto esporulado tem o potencial para sobreviver durante 12
meses ou mais no solo ou a agua do mar fria (Dubey, 1968; Tenter et al., 2000; Lindsay e
Dubey, 2009; Furtado et al., 2013).

A fase assexuada inicia-se com a ingestdo, pelo hospedeiro suscetivel, de oocistos
maduros contendo esporozoitos — encontrados em alimentos ou agua contaminada, cistos
contendo bradizoitos- encontrado em carne crua, ou, mais raramente, taquizoitos eliminados
no leite (Dubey, 2004). Cada esporozoito, bradizoito ou taquizoito, liberado no tubo
digestivo, sofrerd intensa multiplicacdo intracelular, ap6s passagem rapida pelo epitélio
intestinal e invadira varios tipos de célula do organismo formando um vacuolo parasitoforo,
onde sofrerdo divisGes sucessivas por endodiogenia, formando novos taquizoitos (fase
proliferativa) que irdo romper a célula parasitada, liberando novos taquizoitos que invadirdo
novas celulas (Halonen e Weiss, 2013). Ap6s um periodo de replicacdo ativa, taquizoitos
diferenciam-se em bradizoitos. A localizagdo da formacdo de cistos depende da espécie
hospedeira; nos seres humanos, o sistema nervoso central, incluindo a retina, é o sitio mais
comum (Montoya, 1997; Furtado et al., 2013).
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Figura 2.1 Ciclo biolégico do T. gondii. Fonte: adaptado de Guerrant, 2011.



2.2 Toxoplasmose

A Toxoplasmose é uma zoonose de ampla distribuicdo, cuja prevaléncia varia de 20 a
90% na populacdo humana mundial. Essa variagcdo deve-se a fatores climaticos, geograficos e
culturais (Dubey et al., 2012). Dubey e Jones, 2008 relatam baixa soroprevaléncia no Sudeste
Asiatico, na América do Norte e no Norte da Europa (10-30%). Prevaléncias entre 30 e 50%
tém sido relatadas para a regido Central e Sul da Europa, enquanto que altas prevaléncias séo
observadas na América Latina e nos paises africanos tropicais (Robert-Gangneux e Darde,
2012). (Fig. 2.2).

Figura 2.2 Mapa do mundo simplificado da soroprevaléncia global para T. gondii. Cddigo de cores:
vermelho escuro:> 60%; vermelho: 40-60%; amarelo: 20-40%; azul: 10-20%; verde: <10%:; cinza:
dados ndo disponiveis; areas estriadas representam fortes diferencas regionais. Cabe ressaltar que
varios casos de soroprevaléncia descritos podem ndo ser um verdadeiro retrato de um pais, visto que,
pequenos conjuntos de dados regionais tém sido utilizados e extrapolados em todo o pais. Fonte:
Maenz et al., 2014.

O curso da infeccdo em seres humanos pode variar de assintomética a grave,
dependendo de fatores genéticos do parasita e do hospedeiro e do estado imunitario do
hospedeiro. A maioria dos casos de infeccdo humana é considerada assintomatica
(Pappas et al., 2009). De acordo com o momento da infeccdo, a toxoplasmose pode ser

denominada adquirida ou congénita.

A toxoplasmose adquirida apresenta-se assintomatica na maioria dos casos (90% dos

individuos) (Dubey et al., 2012; Kravetz e Federman, 2005). Quando h& sintomatologia, o



sinal mais caracteristico € a linfadenopatia, podendo também ocorrer febre, mal estar, cefaléia,
mialgia/artralgia. Em individuos imunocompetentes, a infeccdo é benigna e autolimitada.
Raramente evolui para a forma grave e apenas em casos extremos leva & morte (Dardé e Peyron,
2013).

A toxoplasmose congénita é a principal forma da doenca decorrente da infeccdo
intrauterina, quando mulheres gravidas ndo imunes, desenvolvem a infeccdo primaria. Outra
forma de transmissdo ao feto ocorre por meio da reativacdo do parasita em mulheres gravidas
imunodeprimidas. A maioria dos casos de toxoplasmose congénita é assintomatica ou subclinica
embora, cerca de 80% desenvolvam problemas visuais mais tarde. No feto, podem ocorrer
calcificacOes intracranianas, hidrocefalia, retinocoroidite e retardo mental (Lynfield e Guerina
1997; Kravetz & Federman 2005; Dardé e Peyron, 2013).

2.2.1 Toxoplasmose ocular

A Toxoplasmose ocular (TO) ou retinocoroidite toxoplasmica, caracterizada por
intensa inflamagdo, é reconhecida como uma das principais complica¢gdes associadas a
infeccdo por T.gondii. O comprometimento ocular pode ocorre tanto na forma adquirida
guanto na congénita (Nussenblatt e Belfort 1994, Montoya e Remington 1996; Garweg e
Candolfi, 2009).

Apesar da soroprevaléncia da toxoplasmose ser elevada, o percentual de individuos com
comprometimento ocular é baixo (Garweg e Candolfi, 2009). Portela e colaboradores (2004)
mostraram que em uma populacdo rural de Minas Gerais, 12,5% dos individuos infectados
pelo T. gondii (soro-reagentes) desenvolveram lesGes oculares. Prevaléncias mais elevadas de
retinocoroidite tém sido encontradas em determinadas regides geogréaficas, como é o caso de
Erechim (RS), que apresenta 95% da populagdo soro-reagente e 17,7% destes individuos com

lesdes de retinocoroidite (Glasner et al., 1992).

O diagnostico clinico € baseado na presenca de lesdo retiniana focal ativa, branco
amarelada, sugerindo area de necrose, com margens pouco distintas, eventualmente associadas a
areas de cicatrizes de lesdes agudas anteriores de aspecto hiperpigmentado. Uma retinocoroidite
primaria difere dos episddios de recorréncia, pela presenca, nestes ultimos, de lesdes antigas

cicatrizadas, ao lado de lesdes ativas (Holland et al., 1996).



Alguns autores consideram que para o diagnostico definitivo da toxoplasmose ocular é
necessario a observacdo de uma lesdo cicatrizada associada uma ativa demonstrando o
aspecto caracteristico da doenca ocular e constituindo uma forma recidivada (Aleixo, 2015).
N&o ha como se obter um grupo controle em que se garanta que a recidiva ndo ocorreu, pois
esse grupo sempre suscitard davidas quanto ao diagnostico definitivo e também ndo se pode
afirmar que em determinados pacientes a recidiva nunca ocorrerd, por isso é importante
definir o intervalo temporal de acompanhamento no qual foram ou ndo observadas

recorréncias (Maenz et al., 2014 Aleixo, 2015).

2.2.2 Imunologia da toxoplasmose

A resposta imune de um hospedeiro a toxoplasmose é complexa e envolve tanto
mecanismo celular quanto humoral, sendo o primeiro um fator preponderante de resisténcia
contra a infeccdo (Kahi et al., 1998; Blader e Saeij, 2009; Munoz et al., 2011).

A resposta imune é formada por uma cascata de eventos, envolvendo a imunidade
inata que possui componentes importantes para a ativacdo, a diferenciacdo celular e a
consolidacdo da defesa especifica (Kahi et al., 1998; Abbas et al., 2011). O T. gondii induz
uma resposta imune consistente e duradoura que busca o controle da proliferacdo dos
taquizoitos. A resposta imune inata, representada por macrofagos, células “natural killer”
(NK) e células polimorfonucleares atuam na primeira linha de defesa do organismo (Cordeiro
etal., 2010).

Quando um hospedeiro se infecta com o parasito, ocorre a multiplicacdo na porta de
entrada e logo em seguida ocorre a sua disseminacdo por todo o organismo através das vias
linfatica e sanguinea. Durante este periodo, inicia-se a formacéo de anticorpos especificos e 0
desenvolvimento de mecanismos imunes celulares que sdo responsaveis pela destruicdo dos
taquizoitos extracelulares (Garweg e Candolfi, 2009).

Taquizoitos penetram ativamente ou sdo fagocitados por células do hospedeiro,
multiplicando-se em vacuolos parasitéforos, onde impedem a fusdo de lisossomas,
conseguindo sobreviver e destruir a célula parasitada durante a fase aguda. Em poucos dias
vai surgindo a resposta imune adaptativa do hospedeiro. A principal resposta imune celular é
do tipo Th1, havendo liberacdo de citocinas, como o Interferon gamma (IFN- y) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), que sdo capazes de ativar macrofagos para destruicdo do

parasita, limitando assim a fase aguda. Os mecanismos efetores dos macrofagos incluem a
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producdo de radicais toxicos de oxigénio e intermediarios do nitrogénio, produtos do
metabolismo do &cido araquiddnico pela via da 5-lipoxigenase e a degradacgdo do triptofano
intracelular do parasita (Cordeiro et al., 2010; Yarovinsky, 2014). Células dendriticas tem
importante papel na resposta imune celular, por serem eficazes apresentadoras de antigenos
parasitarios, além de produzirem interleucina 12 (IL-12), importantes para induzir a resposta
Th1 e estimular linfocitos T, subtipos CD4" e CD8", especificos anti-T.gondii (Blader e Saeij,
2009).

A imunidade adquirida celular, mediada pelos linfocitos T, atua como mecanismo de
defesa contra microrganismos que sobrevivem dentro de fagocitos ou células ndo-fagociticas
infectadas. Os linfocitos T auxiliares (Th), em reposta a estimulacdo antigénica, liberam
citocinas, cuja funcdo é estimular a proliferacdo e a diferenciacdo dos linfocitos, incluindo os
linfocitos B, e dos macrofagos. Os linfocitos T citotdxicos eliminam células infectadas por
virus e outros microrganismos intracelulares que se replicam no citoplasma das mesmas
(Abbas, 2012).

Os linfécitos Th séo divididos nas subpopulagfes Thl e Th2, distinguidas pelo padrdo
seletivo de producdo de citocinas. Células de perfil Thl secretam preferencialmente IL-2 e
IFN-y e contribuem na resisténcia aos patdgenos intracelulares (Hunter e Sibley, 2012). O
IFN-y estimula a atividade microbicida dos macréfagos e a IL-2 induz as células citocina-
ativadas de fendtipo das células NK ou células T CD8 que sdo citotdxicas contra células-alvo
infectadas pelo T. gondii (Hunter e Sibley, 2012).

As células de perfil Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e estdo associadas com
“downregulation” da resposta imune celular. Na infeccdo toxoplasmica, as citocinas de perfil
Th2 podem promover a multiplicagdo parasitaria; entretanto, elas também podem ser
recrutadas para controlar a resposta imune pro-inflamatéria prejudicial (Cordeiro et al., 2010;
Yarovinsky, 2014).

A principal defesa do hospedeiro contra a infecgdo pelo T. gondii é a imunidade
mediada por células. No entanto, a infeccdo também estimula a producdo de anticorpos 1gG,
IgM, IgA e IgE que, além de serem utilizados para o diagnostico da infeccdo pelo parasita,
parecem contribuir na primeira barreira de defesa. Taquizoitas extracelulares cobertos pelos
anticorpos e complemento podem ser lisados pela via classica do complemento ou destruidos
dentro dos fagocitos. Esses mecanismos, no entanto, ndo oferecem protecdo contra 0s
parasitas vivos que estdo no interior das células (Munoz et al., 2011; Hunter e Sibley, 2012;
Yarovinsky, 2014).
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Figura 2.2.1 Resposta imune inata para T. gondii durante a infec¢do. a) No inicio da infecgdo, as
primeiras células a responder sdo células dendriticas (DC) e mondcitos /macréfagos. Interacdo da
profilina de T. gondii com TLR11 em DCs é importante para a producéo de IL-12. Além de estimular
a producéo de IL-12, os macrofagos também induzem a producgdo de TNF-o, um co-fator da atividade
antimicrobiana, em resposta & detec¢do da proteina ancorada GPI através de TLR2 e TLR4. b) A
resposta imunitaria resulta na producdo de IFN-y a partir de células NK por meio da resposta inata e,
eventualmente, a partir de células T CD4" e T CD8" como resposta adaptativa.  1L-10 e IL-27 s&o a
chave para modulacdo e estas vias evitam a producdo excessiva de citocinas Thl. c) A producdo de
IFN-y durante as fases inata e adaptativa o é responsavel pela ativacdo das células e controle da
infeccdo. IFN-y propaga um sinal através de um receptor de superficie (IFN-yR) para ativar STATL,
um fator nuclear de transcricdo que controla a expressdo de muitos genes. Em resposta a atividade de
STAT1, o 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo upregulated em mondcitos
/macréfagos, os quais contribuem para o controle de parasitas intracelulares. Células hematopoiéticas
e ndo hematopoiéticas também regulam duas familias de proteinas de defesa chamadas de GTPases
relacionadas com a imunidade (IRGs) e proteinas de ligacéo guanilato (Gbps), que séo recrutadas para
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vacuolos contendo patdgenos e estdo envolvidas na depuracdo do parasita. A funcdo de IRGs e GBPs
depende da proteina autofagia Atg5. Fonte: adaptado de Hunter et al., 2012

2.2.3 Imunidade da toxoplasmose ocular

Por muito tempo, os olhos foram considerados um sitio imunoprivilegiado devido a
existéncia da barreira hemato-ocular, a falta de sistema de drenagem linfatica e a auséncia de
APCs profissionais (Caspi, 2006; Cordeiro et al., 2010; Maenz et al., 2014). Contudo
evidéncias recentes mostram ser este um sitio imunoespecializado, no qual ocorre
apresentacdo de antigeno, producdo de citocinas e de anticorpos, mas que possui um sistema

de imunorregulacdo bem estabelecido (Furtado et al., 2013; Maenz et al., 2014).

Camundongos infectados pelo T. gondii desenvolveram inflamacéo ocular focal e
envolvimento do epitélio pigmentar da retina. Na retina de animais infectados, os intensos
infiltrados inflamatdrios estdo associados a altos niveis de IFN-y ¢ IL-6 e baixos niveis de
IL-10 no humor aquoso. Por outro lado, animais ndo infectados apresentam baixos niveis de
IFN-y e IL-6 e altos niveis de IL-10, sugerindo que o desequilibrio no perfil de citocinas
contribui para a formacdo da inflamacdo e para a lesdo na retina dos animais infectados por
T.gondii (Brunton et al., 2000; Cordeiro et al., 2010). Altos niveis de citocinas pro-
inflamatorias I1L-12, TNF-a e IFN-y foram implicados na patologia ocular em humanos e no

modelo murino (Fatoohi et al., 2006; Garweg e Candolfi, 2009).

Os quadros epidemioldgicos de prevaléncia da TO sugerem a associacdo de viruléncia
das cepas circulantes na regido estudada e da genética do hospedeiro como influentes diretos
no quadro final da TO (Garweg e Candolfi, 2009 ; Maenz et al., 2014).

2.3 Células Natural Killer

As células NK (do inglés, natural killers) sdo derivadas de precursores da medula
dssea e apresentam-se como grandes linfocitos com numerosos granulos citoplasmaticos
(Marangon et al. 2008). Correspondem cerca de 10 a 20% dos linfocitos circulantes; sdo timo
independentes e, morfologicamente, sdo maiores do que os linfocitos T e B, apresentando
citoplasma granular e marcadores de superficie CD16 e CD56 (Jobim e Jobim, 2008).

As células NK sdo as células efetoras do sistema imune inato, cuja principal funcéo é a

rapida atividade citotoxica, especialmente contra infec¢bes virais, parasitas intracelulares e
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células tumorais. Tal acdo € possivel, devido a sua capacidade de lise celular, sem
sensibilizagdo prévia, e pela producdo e secrecdo de citocinas e quimiocinas que medeiam a
resposta inflamatoria (Marangon et al., 2008). O interferon gamma (IFN-y) é uma das
principais citocinas produzidas pelas células NK, responsavel pelo aumento da expressao de
moléculas HLA de classe | e pela ativacdo dos macrofagos (Cooper et al., 2001).

A morte celular mediada pelas células NK ocorre por meio da exocitose de granulos,
contendo perforinas e granzimas, enquanto que a inducdo de apoptose ocorre por meio da
sinalizacdo via membros da familia de receptores de morte celular do TNF (Smyth et al.,
2005).

Para acdo efetiva sobre as células alvo, as células NK dependem de sua habilidade em
reconhecer a diminuicdo ou auséncia de expressdo de moléculas HLA na superficie dessas
células, diferenciando-as das células normais ou préprias do organismo. Esse mecanismo é
conhecido como teoria do missing self (reconhecimento do proprio). Além da ligacdo e
interacdo entre receptores ativadores e inibidores presentes nas membranas das células NK
com moléculas ligantes na superficie das células alvo, a acdo efetiva das células NK envolve a
integracdo de sinais transmitidos por estes receptores, que determinam se a célula deve ou ndo
ser ativada (Lanier, 2005) (Figura 2.3).
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Figura 2.3— Reconhecimento das células alvo. Essa figura representa a regulacdo da atividade
citotoxica das células NK por receptores ativadores e inibidores em diferentes situacdes: Em (A), o
sinal inibidor prevalece por ndo haver ligacdo de nenhum receptor ativador. Em (B), ha ligacdo de
receptor ativador na auséncia de sinais inibidores, de forma que ocorre lise da célula alvo. (C) e (D)
representam situacbes mais complexas, em que ocorrem simultaneamente ligacdes de receptores
ativadores e inibidores. Se houver mais sinais ativadores do que inibidores (C) ocorrera lise da célula
alvo. Por outro lado, se houver mais sinais inibidores do que ativadores (D), a célula alvo sera
protegida da lise por células NK. (Fonte: Almeida, 2011).

2.3.1 Receptores das células NK

Os receptores das células NK pertencem a duas familias: a superfamilia das
imunoglobulinas e a familia dos Receptores semelhantes a lectina, KLR (Killer Lectin-like
receptors). Fazem parte da superfamilia das imunoglobulinas os receptores: KIR (killer
immunoglobulin-like receptor), LILR (leucocyte immunoglobulin-like receptor), LAIR
(leucocyte associated inhibitory receptor), FCaR e NKp46 (activating NK recptor), inseridos
em uma regido conhecida como LCR (leucocyte receptor complex), localizada no brago longo
do cromossomo 19. Da familia dos Receptores semelhantes a lectina, os membros mais
representativos sdo as moléculas NKG2, que associadas as moléeculas CD94 formam o
receptor funcional. Cada familia de receptores contém receptores inibidores e ativadores
(Middleton et al., 2002).
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Devido a alta diversidade genética e haplotipica, os receptores KIR vém despertando o
interesse da comunidade cientifica. Estudos sobre o polimorfismo desses genes estdo sendo
realizados avaliando-se a relacdo desse polimorfismo com a susceptibilidade e/ou protecéo as
doencas (Rudnick et al., 2010; Augusto et al., 2015)

2.3.2 Receptores KIR

Os receptores KIR foram descritos, pela primeira vez, em meados de 1990, em
associacdo com Ly49 (lectin-like tipo C), em estudos em ratos (Moretta et al., 1990). Em
humanos, sdo expressos nas células NK, em células Tyd e na subpopulacdo de células de
memoria afT (Pisegna et al., 2004). Localizam-se no brago longo do cromossomo 19 humano
(19913.4), em um complexo génico de 1Mb denominado de LRC (Complexo de Receptores
Leucocitarios - Leukocyte Receptor Complex) e ocupam uma regido de cerca de 150K (Figura
2.4).
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Figura 2.4: Localizagcdo cromossémica do LRC (Complexo do Receptor Leucocitario) destacando-se
os genes KIR. Fonte: Robinson 2013, disponivel em http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html

A familia dos genes KIR, atualmente é constituida por 14 genes (KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5,
KIR3DL1, KIR3DS1, KIR3DL2, KIR3DL3) e dois pseudogenes (KIR2DP1 e KIR3DP1);
apresentam grande similaridade molecular entre si e sdo derivados de um gene ancestral por
uma série de duplicacdes, recombinagdes e mutagdes. A sequéncia gendmica completa dos
genes KIR varia de 4 a 16kb, podendo apresentar de 4 a 9 éxons (Andre et al., 2001; Vilches e
Parham, 2002).
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2.3.3 Nomenclatura e classificacdo KIR

A nomenclatura dos genes KIR é definida pelo subcomité The Human Genome
Organization (HUGO) e o pelo Hugo Gene Nomenclature Committee (HGNC). E baseada na
relacdo entre o ndmero de dominios extracelulares semelhantes a imunogloblina com

caracteristicas da cauda citoplasmatica (Carrington e Norman, 2003).

Na denominacdo, apos a expressao KIR, chamada de acrdnimo, o primeiro digito
corresponde ao numero de dominios extracelulares na molécula, seguido pela letra D. Como
as moléculas podem ter dois ou trés dominios, a representacdo sera 2D ou 3D,
respectivamente. As caudas citoplasmaticas podem ser designadas pela letra “L” (do inglés
long) quando forem longas, ou pela letra “S” (do inglés short) quando curtas ou ainda pela
letra “P” se forem pseudogenes. Os nimeros de 1 a 5 presentes apds o sufixo S ou L foram
sendo denominados a medida que os genes foram descobertos, por exemplo, o gene KIR2DL1
é o primeiro loco KIR descrito com essas caracteristicas, 0 KIR2DL2, o segundo. Caso dois
ou mais genes codifiquem estruturas moleculares e sequéncias semelhantes, eles deverdo ser
designados pelo mesmo numero, seguido de uma letra final, por exemplo, KIR2DL5A e
KIR2DL5B (Pisegna et al., 2004; Marsh et al. 2003; Vilches e Parham, 2002; Gomez-Lozano
et al., 2002). Apos a designacao do dominio e da cauda, é usado o asterisco como separador
antes do cddigo numérico que designara o alelo. Os trés primeiros nimeros deste codigo
designam os alelos que diferem nas sequéncias de aminoacidos das proteinas que codificam.
Os dois nimeros subsequentes sdo utilizados para distinguir alelos que somente diferem entre
si por uma ou mais mudangas sindnimas dentro da regido codificante do gene. Os dois ultimos
nameros distinguem alelos que diferem entre si por mudancas nucleotidicas numa regido ndo

codificante da sequéncia do gene, como introns e promotor (Marsh et al. 2003) (Figura 2.5).
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Figura 2.5: Nomenclatura dos genes KIR adotada pelo HUGO. Fonte: Perce da Silva, 2015 adaptado
de Robinson 2013, disponivel em http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html

Existem trés tipos de dominios: DO, D1 e D2. Os receptores KIR que possuem trés
dominios tém configuracdo D0-D1-D2, enquanto que as moléculas com dois dominios podem
ter configuracdo D1-D2, sendo chamadas de tipo 1, ou apresentar a configuracdo D0-D2,

denominadas tipo 2 (Pisegna et al., 2004) (Figura 2.6).

A atividade funcional dos receptores KIR estd relacionada com as porcdes
citoplasmaticas e transmembrana das moléculas. De forma geral, os receptores de cauda longa
sdo inibidores porque possuem um ou dois epitopos denominados Imunorreceptores com
Motivos Inibidores baseados em Tirosina, sigla ITIM (do inglés, Immunoreceptor Tyrosine-
based Inhibitory Motifs) que liberam sinais inibidores. J& os de cauda curta, tém auséncia de
ITIM, contudo, possuem um aminoacido no dominio transmembrana que permite associacdo
com a molécula DAP-12. Essa libera sinais ativadores por meio de Imunorreceptores com
Motivos Ativadores baseados em Tirosina, sigla ITAM (do inglés Immunoreceptor Tyrosine-
based Activation Motifs). O KIR2DL4 é uma exce¢do, pois tem uma estrutura que combina
um ITIM na cauda citoplasmética e um aminoacido no dominio transmembrana. Desta forma,
possui funcdo inibidora e ativadora. Estudos indicam que KIR2DL4 se associa a proteina
acessoria FceRI-y que envia sinais estimulatdrios a célula via ITAM, similarmente 4 DAP-12

(Kikuchi-Maki et al., 2005; Vilches e Parham, 2002) (Figura 2.6).
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Figura 2.6: Estrutura esquematica dos receptores KIR. As moléculas adaptadoras do KIR ativador
estdo mostradas em verde, enquanto que as moléculas ITIM do KIR inibidor estdio mostradas em
vermelho. Fonte: Robinson 2013, disponivel em http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html.

2.3.4 Organizacgao genética do KIR e variabilidade haplotipica

Os genes KIR séo organizados em nove exons. Os dois primeiros exons codificam as
sequéncias sinais ou lideres. Os exons trés, quatro e cinco codificam os dominios semelhantes
a imunoglobulinas DO, D1 e D2, respectivamente. O exon seis codifica a regido de insercao da
molécula na membrana plasmatica e o exon sete codifica a regido transmembrana. Por fim, 0s
exons oito e nove codificam dominios citoplasmaticos (Carrington e Norman, 2003) (Figura
2.7).
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Figura 2.7: Organizagdo dos genes KIR. As regibes codificantes estdo representadas pelas caixas
azuis e seu tamanho em pares de bases (pb) acima das caixas. O exon 3 ndo expresso do gene
KIR2DP1 e o0 exon 2 que por estar deletado no gene KIR3DP1 sdo mostrados em vermelho. Fonte:
Robinson 2013, disponivel em http://www.ebi.ac.uk/ipd/Kir/index.html.

Ao conjunto de genes do mesmo cromossomo herdados em bloco denominamos de
hapl6tipo. Com base no conteddo génico, os genes KIR foram divididos em dois tipos:
haplo6tipo A e haplétipo B (Figura 2.8). Todos os haplétipos KIR conhecidos estdo flanqueados
em sua extremidade centromérica pelo KIR3DL3 e em sua extremidade telomérica pelo KIR3DL2,
além de dois locos centrais, os KIR3DP1 e KIR2DL4. Esses genes presentes em todos 0s
haplotipos sdo denominados genes de moldura ou genes estruturais (do inglés, frameworks)
(Vendelbosch et al. 2015; Trowsdale et al., 2001; Crum et al., 2000).

O haplétipo A contém nove genes e tem como caracteristica a presenga de somente
um gene que codifica um receptor ativador, o KIR2DS4. Esse haplétipo possui baixa
variabilidade genética, contudo apresenta varios genes com extensa variagdo alélica (Crum et

al., 2000). Em contraste, o haplétipo B possui entre um a cinco receptores ativadores e
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apresenta extensa diversidade em relacdo ao conteudo génico, porém possui menor
variabilidade alélica (Vendelbosch et al. 2015).
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Figura 2.8: Organizacdo gendmica do conjunto de genes KIR. Os haplétipos KIR variam
extensivamente no contetido do gene. O haplétipo A é fixo em termos de conteldo dos genes, mas 0s
haplotipos B sdo caracterizados por numeros variaveis de genes (demonstrados entre colchetes). Os
genes de moldura (caixas cor-de-rosa) sdo presentes em todos os haplétipos. Fonte: adaptado de
Kulkarni et al., 2008.

2.4 Ligantes de KIR

Os ligantes de KIR sdo moléculas HLA de classe | (HLA-A, B e C), codificadas por
genes do Complexo de Histocompatibilidade Principal. A regulacdo das células NK esta
relacionada a variacdo da expressdo dessas moléculas na superficie das células-alvo,
principalmente células infectadas, tumorais e alogénicas. Pela interacdo desses ligantes com
isotipos de KIR, que inibem a atividade de células NK, certas moléculas HLA de classe | séo
protetoras contra a lise natural mediada por essas células, enquanto outros isotipos KIR

ativam a citotoxicidade mediada por NK (Marangon et al. 2008; Carrington e Norman, 2003).

2.5 Associacgéo entre KIR e doengas

Os receptores KIR fazem parte de um grupo de moléculas regulatérias que participam
do processo de ativagdo ou inibicdo da citdlise, mediada pelas células NK. Devido ao seu
extenso polimorfismo nos grupos populacionais e étnicos e na regulacdo da sua expressao em
diferentes clones de células NK, os receptores KIR desempenham funcéo significante no
controle da resposta imunitaria inata e especifica de cada individuo. Desta forma, o
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conhecimento da diversidade genética desses receptores e de seu polimorfismo génico, alélico
e haplotipico abrem caminho para o entendimento de seu papel na susceptibilidade ou
resisténcia a diversas doencas. Tal fato, explica o crescente interesse da comunidade cientifica

em pesquisa-los (Marangon et al., 2008).

Além de avaliar o potencial de associagio com doencas infecciosas,
autoimune/inflamatoria, cancer, o conhecimento adquirido acerca destes receptores, tem sido
usado para o entendimento do papel das células NK na patologia dos transplantes; nos
possiveis beneficios na alorreatividade, em transplantes de células hematopoiéticas e na
manutencdo da gravidez (Kulkarni et al., 2008; McQueen et al., 2007; Yan et al., 2007).

Nas doengas infecciosas, no caso da Hepatite B, Zhi-Ming e colaboradores sugerem que
0s genes KIR2DS2 e KIR2DS3 conferem susceptibilidade ao virus. Por outro lado, os genes
KIR2DS1, KIR3DS1 e KIR2DL5 podem ser genes protetores ao virus da hepatite C (Zhi-Ming et
al, 2007; Kibar et al. 2014). Com relagdo a infeccdo por HIV, as combinacdes KIR-HLA com
forte potencial de ativacdo protetoras ao HIV, sendo os locos KIR3DL1/KIR3DS1 considerados
0s mais importantes. A combinagdo KIR3DS1 com seu ligante HLA-Bw4-80I esta associada com
a progressdo mais lenta da AIDS, menor carga viral média, e protecdo contra infeccdes
oportunistas (Martin et al., 2002; Qi et al., 2006). Para a doenca de Chagas, a combinacao do
receptor ativador KIR2DS2 com seu ligante HLA-C1 na auséncia do KIR2DL2 foi

demonstrado como marcador de risco da forma cronica da doenca (Ayo et al. 2015).

Quanto aos distarbios inflamatdrios e a autoimunidade, varios estudos ja mostraram a
associacdo com o gene ativador KIR2DS2. No caso da artrite reumatoide (AR) as células T
CD4" T cD28™" que sofrem expansdo e causam dano epitelial, foram observadas expressando
KIR2DS2 na auséncia de inibidor KIR2DL2 (Namekawa et al.,2000). Além disso, a
frequéncia de KIR2DS2 foi maior em doentes com AR com vasculite em comparagdo com
controles normais e pacientes com AR sem vasculite (Yen et al., 2001). KIR2DS2 na auséncia
de (os genes que estdo em forte desequilibrio de ligacdo positivo) KIR2DL2 também foi

observado para ser aumentado entre 0s pacientes com esclerodermia.

Em relagdo a toxoplasmose, 0s escassos trabalhos que existem, avaliam o efeito da
infeccdo toxoplasmica sobre os receptores das células NK endometriais e o seu ligante néo
classico HLA-G, na manutengdo da gravidez (Liu et al., 2013; Xu et al., 2013). No entanto,
ndo ha na literatura dados disponiveis sobre o papel dos genes KIR na toxoplasmose ocular,

tampouco na recidiva.
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3. Justificativa

A toxoplasmose ¢ uma das causas mais importantes de uveites no mundo. No Brasil, a
forma ocular é responsavel por aproximadamente 50% do total de uveites (Souza e Belfort,
2014). A toxoplasmose ocular é uma doenca autolimitada, mas a proliferacdo do parasita e a
inflamacéo intraocular associada podem acarretar a perda visual. No sul do Brasil, o
acometimento ocular em pacientes com toxoplasmose adquirida foi descrito em 17,7% dos
individuos. (Silveira et al., 1988; Glasner et al., 1992). Devido ao seu carater recidivante, uma
parcela significativa desses individuos sofre recorréncia (Oréfice, 2005). Os mecanismos que
influenciam a ocorréncia, a gravidade e a recorréncia da toxoplasmose ocular, ainda hoje, ndo
sdo bem compreendidos. Dentre eles, podemos destacar os fatores genéticos do hospedeiro

associados a resposta imune (Ayo et al., 2015; Maenz et al., 2014).

Na fase inicial da infec¢cdo, a imunidade inata tem papel importante na resisténcia ao
T. gondii e as células NK sdo uma importante subpopulacdo de linfocitos atuantes na fase
aguda da resposta imunolégica na toxoplasmose (Yarovinsky F. 2014; Yiyue et al., 2014). A
ativacdo das células NK limita a replicacdo dos taquizoitos além de desencadear a resposta
imune adaptativa contra a toxoplasmose, através da liberagao de citocinas, dentre elas o INFy,

(Yiyue Ge, 2014; Yiyue et al., 2014;).

O controle da acdo das células NK se da através de receptores de membrana, entre 0s
quais estdo os receptores KIR, que reconhecem moléculas HLA de classe | expressas pela
maioria das células do organismo. O extenso polimorfismo genético dos receptores KIR,
assim como a regulacdo da sua expressdo em diferentes clones de células NK sdo fatores
importantes no delineamento da resposta imune inata e adaptativa de cada individuo
(Lanier, 2005).

O interesse pelo estudo da familia génica dos receptores KIR tem aumentado nos
ultimos anos e muitos trabalhos vém demonstrando sua eficiéncia como bons marcadores
genéticos em estudos de associagdo com doencas (De Re et al. 2015; Hou et al. 2015). Além
disso, sdo bastante utilizados em estudos populacionais para a compreensdo da historia
biolégica e evolutiva das populagbes (Augusto e Petzl-Erler 2015; Manser et al. 2015;
Moffett e Colucci 2015).

N&o foram encontrados na literatura estudos que abordem a associacdo de receptores

KIR com a toxoplasmose ocular sequer com a recidiva. Deste modo, a caracterizagdo destes
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receptores em individuos com toxoplasmose ocular podera auxiliar o entendimento do seu
papel na regulacdo da resposta imune, evolucgdo clinica da doenca, bem como, sua relacdo
com predisposi¢do/resisténcia a recidiva. A identificacdo de individuos susceptiveis pode
auxiliar na abordagem clinica, além de, contribuir para o conhecimento sobre o papel do KIR

na toxoplasmose ocular.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo geral:

e Avaliar o perfil genotipico de um grupo de pacientes com diagndstico de
toxoplasmose ocular, oriundos do ambulatério de Oftalmologia do Instituto Nacional
de Infectologia (INI), usando como modelo a caracterizacdo do perfil genético KIR, e

verificar se ha associa¢do com a ocorréncia de recidivas apds episodio ativo.

4.2 Objetivos especificos:

e Determinar a frequéncia dos genes KIR nos pacientes com diagnostico de

toxoplasmose ocular;
e Determinar o perfil genotipico KIR desses pacientes;

e Verificar a associacdo do perfil genotipico KIR desses pacientes com a recidiva de

toxoplasmose ocular apds episddio ativo.
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5. Materiais e Métodos
5.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IPEC- Fiocruz
CAAE 0075.0.009.000-11, como um subprojeto do projeto principal “Avaliagdo dos padrdes
de recorréncia da toxoplasmose ocular e fatores de risco associados em pacientes do

ambulatorio de Oftalmologia do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas” (Anexo 1).

Os voluntérios da pesquisa que concordaram em participar do estudo assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) onde permitiram a coleta de 8 mL de
sangue para a realizacdo de teste soroldgicos e genéticos além de permitir que uma aliquota

do seu material biol6gico fosse armazenada no LabTOXOP para futuras pesquisas (Anexo 2).
5.2 Voluntérios

Foram utilizadas 101 amostras de sangue armazenadas no Laboratério de
Toxoplasmose e outras Protozooses do I0OC, oriundas de pacientes atendidos no ambulatério
de Oftalmologia do INI/ Fiocruz, nos anos de 2010 a 2014, com diagndstico clinico e
soroldgico de toxoplasmose ocular. Esses pacientes foram acompanhados até junho 2015. Os
individuos com leséo ativa e sorologia positiva, foram classificados quanto a ocorréncia ou

ndo de recidiva.

Foram incluidos no grupo de pacientes com recidiva, aqueles que responderam ao
tratamento especifico, e, durante o periodo de acompanhamento, apresentaram novo episodio
ativo. Ja os pacientes que responderam ao tratamento especifico, e, durante o periodo de

acompanhamento, ndo apresentaram novo episddio ativo, foram considerados sem recidiva.

Cabe ressaltar que dentre os individuos pertencentes ao grupo sem recidiva, apenas 0s
acompanhados por um periodo acima de dois anos foram incluidos nas analises estatisticas de
comparacéo recidiva versus sem recidiva. De acordo com o observado por Rothova (2003), o
risco de recorréncia da doenca € maior durante os dois primeiros anos apds um episodio ativo,
do que nos anos seguintes. Em adicdo aos dados da literatura, efetuamos calculos
(mediana+ 25%percentil) para estabelecer o intervalo entre cada episodio de recidiva dos
nossos pacientes, e o tempo encontrado foi de 2 anos. Portanto, individuos do grupo sem
recidiva que foram acompanhados por periodo < 2 anos foram excluidos das analises

estatisticas de comparacéo recidiva versus sem recidiva.
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5.2.1 Criterios de elegibilidade

a) Critérios de incluséo: para o diagndstico definitivo da toxoplasmose ocular, é necessario
que, no momento do exame oftalmoldgico, haja um episddio ativo, caracterizado por uma
lesdio com atividade inflamatéria. Pois, uma lesdo cicatrizada (lesdo sem atividade
inflamatdria), ndo permite ao médico afirmar que é derivada de uma retinocoroidite
toxoplasmica. Além da lesdo ativa, € necessario que o paciente tenha sorologia positiva para

T. gondii e que, com o tratamento especifico, a lesdo cicatrize.

b) Critérios de exclusdo: foram excluidos os pacientes que possuiam grau de parentesco,
lesbes atipicas ou lesbes tipicas sem sorologia positiva para T. gondii; pacientes com
multiplas lesdes de retinocoroidite exsudativa ou quadro sugestivo da forma pseudomdltipla;
pacientes que apresentavam comorbidades como: insuficiéncia renal cronica, historia de uso
de drogas endovenosas, em uso de quimioterapia, transplantados, HIV positivos ou com
infeccbes sistémicas como sifilis, tuberculose ou ainda aqueles que apresentavam
imunossupressdo manifesta ou doenca autoimune diagnosticada. Tais exames laboratoriais

foram realizados no INI/Fiocruz por solicitacdo da equipe do Ambulatério de Oftalmologia.
5. 3 Sorologia

Os testes sorologicos para confirmacdo do diagndstico foram realizados no
Laboratorio de Toxoplasmose e outras Protozooses (LabTOXOP), por meio dos métodos
ELISA ( Enzime Linked Immuno Sorbent Assay) e RIFI (Reacdo de imunofluorescéncia

Indireta), para a pesquisa de anticorpos IgM e IgG anti-T. gondii.
5.3.1 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

A primeira etapa desta técnica consiste na sensibilizagcdo das laminas. Para tanto,
pipetou-se 10 pL de suspensdo de taquizoitas inativos em PBS 1x (concentracdo de
1x10"taquizoitas/mL) em cada quadrante da lamina e deixou-se secar a temperatura ambiente.
Em uma placa de 96 pocos, foram realizadas as marcagdes dos controles positivo e negativo,
das diluigdes (1:16 / 1:64 / 1: 256 / 1:1024 e 1: 4096), bem como a identificacdo das amostras.
Em seguida, foram realizadas as dilui¢fes seriadas. Primeiro adicionou-se 150 pL de PBS 1x
a cada poco das colunas A, B, C, D e E de uma placa com 96 pocos com fundo em U, e
depois, pipetou-se 10 pL de soro, no seu respectivo pogo da coluna A, formando assim a

diluicdo 1:16. Com o auxilio de uma pipeta multicanal, homogeneizou-se as dilui¢cdes da
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coluna A e 50 pL foram transferidos para os pocos da coluna B. Tal procedimento foi
repetido para gerar as dilui¢cGes posteriores, tendo como ponto de partida a diluicdo anterior.
Apos as diluicdes, 10 puL de cada diluicdo foram pipetados em seu respectivo quadrante na
lamina e, essas, incubadas em camara umida na estufa a 37 °C por 1 hora. Decorrido este
tempo, foram realizadas duas lavagens de 5min com PBS 1x. Durante as lavagens, foi
realizado o preparo do conjugado (1gG e IgM), diluido com a solucdo de Azul de Evans. Apos
a secagem das laminas, 10 pL de conjugado foram distribuidos sobre cada quadrante seguido
de nova incubacdo em cdmara Umida na estufa a 37 °C por 1 hora. Procedeu-se nova lavagem,
como descrito anteriormente. Uma vez secas, as laminas foram montadas com laminula apos a
adicdo de glicerina tamponada e encaminhadas para leitura em microscépio Y-FL de epi-
fluorescéncia (Nikon E400), com I&ampada de mercurio, filtro ND16, com objetiva de 40
vezes e ocular de 10 vezes. Foi considerada reacdo positiva as dilui¢es do soro > 1:16 em
que havia fluorescéncia completa na borda, de pelo menos 50% dos taquizoitos e as dilui¢cbes

menores que 1:16 foram consideradas néo reagentes (NR).
5.3.2 ELISA

O ensaio imunoenzimatico foi realizado com o auxilio do kit BIOELISA TOXO (BioKit®). O
teste foi realizado de acordo com as recomendacbes do fabricante e foram consideradas

positivas as amostras de soros com valores acima do cut- off da placa.
5.4 Tipagem dos genes KIR

Esta etapa foi realizada em colaboracdo com o Laboratério de Histocompatibilidade e
Criopreservacdo — HLA/UERJ.

5.4.1 Extracao de DNA genémico

O DNA foi extraido segundo o protocolo do kit QlIAamp® DNA Blood Midi (QlAgen,
Hilden, Germany): 20 pL de proteinase K foram adicionados a tubos de 1,5 mL tipo
eppendorf, previamente identificados. Adicionou-se a estes tubos 200 puL da amostra de
sangue, seguindo de 200 pL de tampdo de lise. Os tubos foram homogeneizados em vortex
por 15 seg e incubados a 56° C por 10 min. Em seguida, adicionou-se 200 pL de etanol
absoluto realizando homogeneizacdo por 15 seg e transferiu-se, cuidadosamente, o material
lisado para a coluna contendo o tubo coletor. Na sequéncia, os tubos foram centrifugados a

8.000 RPM por 1 min e descartando-se o tubo coletor contendo o filtrado e transferindo a
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coluna para um tubo coletor limpo. Adicionou-se 500 puL de tampédo de lavagem 1 (um),
seguido de centrifugacdo a 8.000 RPM por 1 min. Descartou-se o tubo coletor contendo o
filtrado e a coluna foi transferida para um tubo coletor limpo. Em seguida, 500 pL de tampé&o
de lavagem 2 (dois) foram adicionados e realizou-se centrifugacdo a 13.300 RPM por 3 min,
seguida do descarte do filtrado e nova centrifugacdo a 13.300 RPM por 1 min. Em seguida, a
coluna foi transferida para um tubo de 2,0 mL tipo eppendorf, previamente identificado, e
100 pL de tampéo de eluicdo foram adicionados, incubando-se o tubo por 5 min a temperatura
ambiente, seguido de centrifugacdo final a 8.000 RPM por 1 min. A coluna foi descartada e o

tubo armazenado em freezer a -20° C até o momento do uso.
5.4.2 Quantificacdo do DNA

A quantificacdo do DNA das amostras foi realizada por meio do equipamento Qubit™
Fluorometer (Invitrogen®) com auxilio do kit Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen®).
Apos a quantificacdo, as concentracdes de DNA foram ajustadas para 20 ng/pL.

5.4.3 Genotipagem KIR

Para a genotipagem dos 16 genes KIR foi utilizado o kit “KIR SSO Genotyping Test” (One
Lambda Incorporation) que utiliza a tecnologia Luminex aliada ao método de tipagem PCR-
SSO (Polymerase Chain Reaction e SSO, Sequence-Specific Oligonucleotide). Esta

genotipagem é realizada por meio das seguintes etapas (Figura 5.1):

Etapa 1: Amplificagdo do DNA por PCR usando oligonucleotideos iniciadores locus-
especificos.

Etapa 2: Desnaturacdo e Neutralizacdo do produto amplificado.

Etapa 3: Hibridizacdo das microesferas (beads) codificadas fluorescentemente com

sondas de Oligonucleotideos Sequéncia-Especificos.
Etapa 4: Marcacdo com a SAPE (estreptavidina conjugada a R-ficoeritrina).

Etapa 5: Leitura através do citbmetro de fluxo LABScanTM 100 (One Lambda

Incorporation) para identificacdo da intensidade de fluorescéncia em cada microesfera.
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Figura 5.1: Principais etapas da genotipagem dos genes KIR. Fonte:

www.biometrix.com.br adaptado por Perce da Silva, 2015.

5.4.3.1 Amplificacdo do DNA por Reacdo em Cadeia da Polimerase.

Para a amplificacdo dos segmentos génicos correspondentes as regides codificantes dos
genes KIR, as amostras foram submetidas a técnica de PCR utilizando-se trés diferentes pares
de iniciadores locus-especificos biotinilados: grupo 1 (éxons 3 e 4), grupo 2 (éxon 5) e grupo
3 (éxons 7, 8 e 9). Foi utilizada a enzima Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen) e 0s
demais reagentes foram fornecidos pelo fabricante do kit. Identificou-se um tubo de 1,5 mL
tipo eppendorf , para cada grupo (1, 2 e 3) e transferiu-se o volume de D-mix e primers,
previamente calculados. Em seguida, o tubo foi agitado em vértex por 10 seg e centrifugado
(spin) por 5 seg. Adicionou-se 0 volume necessario de Tag Polimerase e foi realizado o
mesmo procedimento de agitacdo e centrifugacdo anterior. Em uma placa de PCR de 96 pocos
elevados, adicionou-se 1 pL de DNA para o respectivo poco da placa de PCR e, em seguida,
transferiu-se 9 pL da solucdo (D-Mix + primer + Taq Polimerase), para cada poco da placa,
de acordo com o grupo a amplificar. Apos a selagem, homogeneiza¢do em vortex por 5 seg e
centrifugacgdo a 1.500 RPM por 30 seg, a placa seguiu para a amplificagcdo. Esta, foi realizada
no termociclador modelo GeneAmp 9600 (Applied Biosystems, Foster City, EUA). O
protocolo da reacdo de PCR (Tabela 5.1), bem como o programa do termociclador (Tabela
5.2), estdo especificados nas tabelas abaixo.
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Tabela 5.1: Quantidade dos reagentes para a Reacdo em Cadeia da Polimerase (Protocolo
PCR)

Reagentes Quantidade (uL)

D-Mix 6,9

Primer 2
Taq Polimerase 0,1

DNA 1

Volume final: 10uL

Tabela 5.2: CondicOes da ciclagem das regides alvos dos genes KIR

Temperatura e tempo de incubacao n° de ciclos

96 °C 3 min 1 ciclo
96°C20s
60 °C 20s 5 ciclos
72 °C 20s
96 °C 10s
60 °C 15s 30 ciclos
72 °C 20s

72 °C 10 min 1 ciclo

4°C o 1 ciclo

Apbs a PCR, parte do produto amplificado (1,5uL) foi submetido a eletroforese em gel de
agarose (2%) com o corante Syber Safe para visualizacdo das bandas amplificadas sob incidéncia
de luz ultravioleta. Os fragmentos foram submetidos a uma voltagem de 150 v por oito min e
30 seg. e fotografados para registro. Com a confirmacédo da presenca de material amplificado, 0s

amplicons foram submetidos as etapas de desnaturagdo e neutralizacdo com tamp@es fornecidos
pelo fabricante.
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5.4.3.2 Desnaturacédo e neutralizagdo

Transferiu-se 3 pL do material amplificado para uma nova placa de 96 pocos e adicionou-se
1,5 pL de tampédo de desnaturacdo, seguido de agitacdo em voértex por 10 seg e descanso durante
10 min a temperatura ambiente. Na sequencia, 3 uL de tampéo de neutralizacdo foram adicionados
a fim de interromper a desnaturacao. Entdo, a placa foi submetida a agitacdo em vortex por 20 seg

e apoiada em gelo para que a solucédo de hibridizacdo fosse distribuida.

5.4.3.3 Hibridizacao

Em um tubo de 1,5 mL tipo eppendorf previamente identificado para cada grupo (1, 2 e 3),
foi realizado o preparo da solucdo de hibridizacdo utilizando-se 17 pL de tampdo de hibridizacao
+ 2 uL de beads, para cada amostra. Em seguida, 18 pL desta solucao, foram adicionados a placa
de 96 pocos e, a mesma, foi submetida a agitacdo por 10 seg e incubacdo em termociclador a
60 °C por 15 min. Apds a incubacdo, 40 uL de tampéo de lavagem foram adicionados, a placa foi
selada e centrifugada a 2.700 RPM por 5 min, seguida de uma vigorosa inversdo da placa de PCR,
para remocdo de ligacdes inespecificas da reacdo. Realizou-se este procedimento de lavagem e
centrifugacdo por trés vezes. Apds este procedimento de lavagem, foram adicionados 24 uL de
mistura SAPE preparada conforme a Tabela 5.3, seguidos de incubagdo a 60°C por 5 min em
termociclador. Apés a incubacdo, foram adicionados 40 uL de tampédo de lavagem, a placa foi
selada e centrifugada por 5 min a 2.700 RPM e o sobrenadante descartado. O material foi
ressuspenso em 65 pL de tampdo, transferido para uma placa de leitura e levado ao equipamento
Luminex (LABScanTM 100). A interpretacdo foi feita por meio do software Fusion Research 3.0
— One Lambda.

Tabela 5.3: Mistura para SAPE por amostra.

Reagentes Quantidade (uL)
Tampéo SAPE 24,75
SAPE estoque 0,25
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5.5 Analises estatisticas:

Os dados foram armazenados no banco de dados Epi-info (Centers for Disease Control
and Prevention, Atlanta, GA) e analisados por meio dos programas Graphpad Prism versdo 5.0
(San Diego, CA) ¢ “R” versao 2.14.0 (disponivel em http://www.R-project.org/). Os dados foram

considerados significativos quando apresentaram P<0,05.

No Graphpad Prism foi utilizado o teste exato de Fischer para avaliar se as propor¢oes

observadas entre dois grupos eram estatisticamente distintas.

As distancias entre populacdes foram calculadas pela distancia genética, ndo Euclidiana,
proposta por Tamura-Ney (1993), e foram utilizadas para a construcdo do dendrograma, segundo o
modelo neighbor-joining, com 1.000 réplicas de bootstrap. A analise foi conduzida no programa
“R” ¢ feita com a populacdo do presente estudo juntamente com 61 populacfes distribuidas pelo
globo, disponiveis no banco de dados puablico Allele frequencies (disponivel em
www.allelefrequencies.net). A fim de evitar associacdes ilegitimas resultantes do emprego de
dados ndo robustos, s6 foram utilizados dados de populagdes com um nimero acima de 100
individuos e aqueles cujos dados foram previamente publicados.

Para calcular a frequéncia génica, realizou-se a contagem direta de individuos que
possuiam pelo menos uma copia do gene. Fez-se necessario pré-assumir que as frequéncias se
encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg dado que a técnica empregada para a tipificacdo dos
genes KIR ndo consegue distinguir entre um individuo homozigoto para a presenca de um mesmo
loco daquele hemizigético para a presenca desse loco. A frequéncia genotipica (FG) foi calculada
pela formula FG=1—(1-FPG), que foi derivada a partir da frequéncia portador do gene (FPG) =
frequéncia (F)% / 100 (Single RM et al., 2007).
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6. Resultados
6.1 Caracteristicas epidemioldgicas da populacéo estudada (individuos com e sem recidiva)

A Tabela 6.1 resume as principais caracteristicas epidemiolégicas da populacéo.
Participaram do presente estudo 101 individuos, dos quais 56,4% pertenciam ao sexo masculino.
A média de idade foi de 32 anos (DP=11). Quanto a naturalidade, a maioria dos individuos (91%)

era natural do estado do Rio de Janeiro.

Os individuos foram acompanhados por diferentes periodos, e a maioria (92/91%) teve um
acompanhamento superior a dois anos. Cabe ressaltar que 46 individuos (45,5%) foram
acompanhados por mais de 4 anos (Figura 6.1). Quanto ao nimero de episodios de recidiva, houve
variacdo entre 1 e 5 episodios, 33 individuos (32,7%) tiveram um episodio de recidiva, 18 (17,8%)
apresentaram 2 episodios, 5 (4,9%) apresentaram 3 episddios e 2 (2%) tiveram 5 episodios de

recidiva durante o periodo de acompanhamento (Tabela 6.1).
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Tabela 6.1: Principais caracteristicas epidemiologicas de pacientes atendidos no ambulatério

de Oftalmologia do Instituto Nacional de Infectologia, Fiocruz, RJ.

Caracteristicas Epidemioldgicas

Masculino (N/%) 57/56,4
Género Feminino (N/%) 44/43,6
Total (N) 101
Idade ( X + DP) 32+11
até 1 ano (N/%) 1/1
mais de 1 até 2 anos (N/%) 8/7,9

Tempo de ] )
mais de 2 até 3 anos (N/%) 18/17,8

Acompanhamento ) )
S mais de 3 até 4 anos (N/%) 28/27,7

dos individuos ) ]
mais de 4 até 5 anos (N/%) 45/44.,6
mais de 5 até 6 anos (N/%) 1/1
0 (N/%) 43/42,6
1(N/%) 33/32,7
N recidivas 2(N/%) 18/17,8
3(N/%) 5/4,9
5(N/%) 2/2

Tempo em dias entre
0s episodios de md (IQR: 25% - 75%) 491(240 - 731)
recidiva
) Rio de Janeiro (N/%) 92/91,1
Procedéncia

Outros estados™ (N/%) 9/8,9

X :média; DP: desvio padrdo; md: mediana; IQR: intervalo interquartil; N: nimero de individuos; * Alagoas, Espirito

Santo, Mato Grosso, Minas Gerais, Paraiba e Rio Grande do Sul.
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Figura 6.1: Tempo de acompanhamento e quantidade de episodios de recidiva nos pacientes
atendidos no ambulatério de Oftalmologia do Instituto Nacional de Infectologia, Fiocruz, RJ.

N: ndmero de individuos.

6.2 Analise da presenca dos genes KIR na populagao

A Tabela 6.2 contém os dados referentes a distribuicdo das frequéncias de genes KIR (F%).
Todos os 16 genes KIR investigados (14 genes e 2 pseudogenes) foram detectados na populagéo
em estudo, e os genes estruturais KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 e KIR3DP1 estavam presentes

em todos os individuos.

Dentre os genes que codificam receptores KIR inibidores ou ativadores, o gene mais
frequente foi o KIR3DL1, presente em 99% da populagdo; seguido do KIR2DL1 (98%) e do
KIR2DS4 e KIR2DP1 (ambos com 97%).

No geral, as frequéncias dos genes que codificam receptores KIR inibidores foram maiores
que 90%, exceto pelos genes KIR2DL2 e KIR2DL5 (ambos com 54,5%). Por outro lado, a
frequéncia dos genes que codificam receptores ativadores variou de 19,8% a 51,5%, com excecao

do KIR2DS4 frequente em 97% da populacgéo.
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Tabela 6.2: Distribuicdo das frequéncias dos genes KIR em pacientes atendidos no ambulatorio de

Oftalmologia do Instituto Nacional de Infectologia, Fiocruz, RJ.

INIBIDORES
KIR2DL1 99 98 0,858
KIR2DL2 55 54,5 0,325
KIR2DL3 93 92,1 0,718
KIR2DL5 55 94,5 0,325
KIR3DL1 100 99 0,900
ATIVADORES

KIR2DS1 41 40,6 0,229
KIR2DS2 52 51,5 0,303
KIR2DS3 20 19,8 0,104
KIR2DS4 98 97 0,826
KIR2DS5 42 41,6 0,235
KIR3DS1 35 34,7 0,191

ESTRUTURAIS

KIR2DL4 101 100 1

KIR3DL2 101 100 1

KIR3DL3 101 100 1

"KIR3DP1 101 100 1
PSEUDOGENE

KIR2DP1 98 97 0,826

N: ntimero de individuos; F%: frequéncia dos genes KIR; * :gene estrutural e pseudogene.
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6.3 Perfil genético dos receptores KIR

Os gendtipos KIR da populagdo estudada estdo descritos na Tabela 6.3. Dentre os 101
individuos participantes do estudo, um total de 25 diferentes gen6tipos KIR foi identificado. Todos
0s gendtipos encontrados estdo descritos no banco de dados publico Allele frequencies (disponivel

em www.allelefrequencies.net).

A populacdo foi classificada de acordo com o haplogrupos (A e B) existentes para 0s genes
KIR. O haplogrupo B foi denominado Bx em virtude da falta de distin¢do entre o haplétipo AB e
BB. O haplogrupo Bx foi o mais frequente (68,3%) enquanto que o haplogrupo AA estava
presente em 31,7% da nossa populagéo.

Quanto aos genotipos, o mais frequente foi o 1 (31,7%) seguido dos genotipos 4, 2 e 3
(11,9%, 10,9% e 7,9%, respectivamente). Dentre 0s 25 gendtipos encontrados, mais da metade (14

gendtipos) estavam em baixa frequéncia, ou seja, presentes em apenas 1% da populacao.
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Tabela 6.3: Perfil genotipico do KIR de pacientes atendidos no ambulatério de Oftalmologia do

Instituto Nacional de Infectologia, Fiocruz, RJ.

ID
Genotipo

KIR Inibidor

KIR Ativador

Pseudogenes|

1
2
3
4
5
b
7
9

99

55

55

100

3DL

101

101

2DS

3Ds§

2DP

Haplotipo

Total

41

52

20

98

42

N| %

AA

32| 317

Bx

11| 109

Bx

8| 79

Bx

12| 119

Bx

il
E=]

Bx

[*a ]

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

Bx

=l |mm s s === = o e = (e e e
= = s = = = e [ = e [ | s (= oo e = e |

35

98

101

=
=
et

100

98

545

545

99

100

100

406

515

198

97

416

347

97

100

ID: Identificacdo do gendétipo segundo o allelefrequencies.net; N: nimero de individuos positivos. Os retangulos

cinza- escuros indicam a presenca do gene, os retdngulos cinza-claros representam os genes estruturais e os retangulos

brancos indicam auséncia do gene.
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6.4 Analise das Distancias Genéticas

A fim de estabelecer uma inter-relacdo entre os padrdes genéticos do KIR encontrados na
nossa populacdo de estudo com os de outras popula¢ées do mundo realizamos a construgdo do
dendograma Neighbour-Joining. Utilizamos informacgdes depositadas no banco de dados Allele
Frequencies Net Database (http://www.allelefrequencies.net) e comparamos a frequéncia génica
encontradas no presente estudo com outras 61 populagdes distribuidas em 3 continentes, tais
como: Europa, América (Norte, Central e Sul), Asia (Ocidental, nordeste, sudeste e sul) e Africa
(regido Sub-Sahariana) (Figura 6.2).

Podemos observar que a populacdo do presente estudo (BrRJToxo) proveniente, na sua
maioria, de individuos naturais do Rio de Janeiro estava proxima de duas populacdes brasileiras
(BrPV e BrRJ), uma populacdo latino-americana (VenM), algumas popula¢es do continente
americano (USACAA, USACH, USAC) e uma populacdo da Europa (EngPOP5).
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Figura 6.2: Dendrograma construido a partir das distancias genéticas Tamura-Nei (Tamura e Nei, 1993)
com base em frequéncias de genes KIR para 62 populages em todo o mundo, incluindo a nossa populagado
de estudo. Sigla das populagdes: Arg - Argentina KIR; AzTI - Azores Terceira Island KIR; BrBM - Brazil
Belem Mixed KIR; BrC - Brazil Curitiba; BrP - Brazil Parana Mixed KIR; BrPOA - Brazil Porto Alegre
Caucasian KIR; BrRJ - Brazil Rio de Janeiro Mixed KIR; BrPV - Brazil Porto Velho KIR; BrRJTox -
Brazil Rio de Janeiro Toxo; ChEM - China Eastern Mainland Han KIR; ChJPH - China Jiangsu Province
Han KIR; ChSPH - China Shaanxi Province Han KIR; ChTL - China Tibet Lhasa KIR; ChX - China
Xinjiang Region Urumgi Uygur KIR; ChYPDB - China Yunnan Province Dali Bai KIR; ChYPFN - China
Yunnan Province Fugong Nu KIR; ChYPMB - China Yunnan Province Menghai Bulang KIR; ChYPSY -
China Yunnan Province Sunan Yugu KIR; ChZPH - China Zhejiang Province Han KIR; CoRG - Costa
Rica Guanacaste KIR; CzR - Czech Republic KIR; Eng - England KIR; EngPOP5 - England KIR pop 5;
EngO - England Oxfordshire KIR; FrR - France Reims KIR; FrW - France West KIR; Gr - Greece KIR;
HonKC - Hong Kong Chinese KIR; InMM - India Mumbai Maharashtrian KIR; InMP - India Mumbai
Parsi KIR; IrEAA - Iran East Azerbaijan Azerbaijani KIR; IrFP - Iran Fars Persian KIR; IrHBJ - Iran
Hormozgan and Balochistan Jonobi KIR; Ir - Iran KIR; IrL - Iran Lur KIR; IrN - Iran Northern KIR; Ita -
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Italy KIR; Jap - Japan KIR pop 3; JapK - Japan Kyoto KIR; JapT - Japan Tokyo KIR; JoP - Jordan
Palestine KIR; Ma - Macedonia KIR; Nor - Norway KIR; Po - Poland KIR; ReM - Réunion Mixed KIR; Ro
- Romania KIR; RuN - Russia Northwest pop 3 KIR; Se - Senegal KIR; SiC - Singapore Chinese KIR pop
2; SoK - South Korea KIR; SwV - Sweden Vasterbotten KIR; ThB - Thailand Bangkok KIR; ThNE -
Thailand North East; TrSA - Trinidad South Asians KIR; Tu- Turkey KIR pop 2; TuS - Turkey South KIR;
USACAA - USA California Asian American KIR; USACC - USA California Caucasians KIR; USACH -
USA California Hispanic KIR; USAC - USA Caucasian KIR; USAE - USA Eastern KIR; VenM -
Venezuela Mestizo KIR.

6.5 Anélises comparativas dos individuos com recidiva versus individuos sem recidiva.

A fim de investigar a possivel influéncia dos genes KIR na recidiva de toxoplasmose

ocular apos episddio ativo, o grupo recidiva foi comparado ao grupo sem recidiva.
6.5.1 Caracteristicas epidemioldgicas dos individuos com recidiva

Ao considerar os individuos que tiveram recidiva, o género masculino também foi
predominante, havia 34 homens (58,6%) e 24 (41,4%) de mulheres. Totalizando um grupo
composto por 58 pessoas. A média de idade deste grupo foi de 34 anos (DP=11). Em relacéo ao
tempo de acompanhamento, a maioria (54/93%) teve acompanhamento superior a dois anos, sendo
55,2% (32 individuos) acompanhados por mais de 4 anos.

6.5.2 Caracteristicas epidemioldgicas dos individuos sem recidiva

O grupo sem recidiva inicialmente era composto por 43 individuos. No entanto, 5 (cinco)
individuos foram acompanhados por periodo inferior a 2 anos. Desta forma, o grupo sem recidiva
resultou em 38 individuos. Desses, 52,6% (20 individuos) eram homens e 47,4 % (18 individuos)
mulheres, com media de idade de 30 anos (DP=10). Quanto ao tempo de acompanhamento, a
maioria 68,48% (26 individuos) foi acompanhada mais de 3 anos.

6.6 Analise da presenca dos genes KIR nos individuos com e sem recidiva

A tabela 6.4 contém os dados referentes a distribuicdo das frequéncias de genes KIR
(N/F%) nos individuos com e sem recidiva. Quando avaliamos se havia diferengas significativas

quanto as frequéncias dos genes KIR entre os individuos que apresentaram recidiva e 0s que nao
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apresentaram recidiva, observamos que dentre os 16 genes KIR estudados, o gene inibidor

KIR2DL2 e o gene ativador KIR2DS2 estavam mais frequentes nos individuos sem recidiva
0,02,

respectivamente). Em nossa populacdo a presenca desses genes estd, em sua maioria, em

quando comparados aos

coexisténcia (49 dos 52 individuos que eles existem).

individuos que apresentaram

recidiva (P=0,03 e P=

Tabela 6.4: Distribuicdo das frequéncias dos genes KIR nos individuos com e sem recidiva

atendidos no ambulatorio de Oftalmologia do Instituto Nacional de Infectologia, Fiocruz, RJ.

Receptores Individuos com Recidiva(N= 58) Individuos sem Recidiva (N= 38) Valor de
KIR N/% N/% P

Inibidores
KIR2DL1 57/98,3 37/97,3 1
KIR2DL2 26/45,0 26/68,4 0,03
KIR 2DL3 53/91,4 35/92,1 1
KIR 2DL5 33/57,0 20/53,0 0,8
KIR 3DL1 58/100,0 37/97,3 0,3
Ativadores
KIR2DS1 26/45,0 14/37,0 0,5
KIR2DS2 24/41,4 25/66,0 0,02
KIR2DS3 18/31,0 8/21,0 0,3
KIR2DS4 57/ 98,3 36/95,0 0,5
KIR2DS5 26/45,0 15/39,0 0,6
KIR3DS1 21/36,2 13/34,2 1
Estruturais
KIR2DL4 58/100,0 38/100,0 -
KIR3DL2 58/100,0 38/100,0 -
KIR3DL3 58/100,0 38/100,0 -
KIR3DP1 58/100,0 38/100,0 -
Pseudogene
KIR2DP1 56/96,5 37/97,36 1

N: nimero de individuos; %: frequéncia dos genes KIR.
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6.7 Perfil genético dos receptores KIR nos individuos com e sem recidiva

Para verificar possiveis particularidades na distribuicdo genotipica da populacdo estudada
em relacdo a recidiva, comparamos 0s genotipos dos individuos com e sem recidiva. Observamos
que dentre os 25 gendtipos encontrados na populacdo, a maioria estava presente apenas no grupo
com recidiva (13/52%), enquanto que 5 (20%) estava presente apenas nos individuos sem recidiva

e 7 (28%) foram encontrados tanto no grupo com recidiva quanto no sem recidiva (Figura 6.3).

Genotipos Grupo
Sem Recidiva
N=38

Genotipos Grupo
Fecidiva
N=58

7918242832735,
79.92.106.112.188,
237.

21.72.86,90,184.

13/25 (52%) 7125 (28%)

Figure 6.3: Diagrama de Venn identificando os perfis genotipicos de KIR de pacientes atendidos no ambulatério
de Oftalmologia do Instituto Nacional de Infectologia, Fiocruz, RJ (h=96), nos grupos com e sem recidiva.

N: nimero de individuos.

No grupo recidiva o gendtipo 1 (36,3%) foi 0o mais frequente, seguido do genotipo 2
(13,8%). Por sua vez, no grupo sem recidiva, os genotipos mais frequentes foram o geno6tipo 1 e 4,

que tiveram frequéncias bem semelhantes (23,7% e 21%, respectivamente) (Figura 6.4).
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Figura 6.4: Distribuicdo dos gendtipos nos individuos com e sem recidiva atendidos no ambulatorio

de Oftalmologia do Instituto Nacional de Infectologia, Fiocruz, RJ.

6.8 Analise entre a média ponderada dos genes KIR Inibidores e Ativadores nos grupos dos

individuos com e sem recidiva

Com a finalidade de avaliarmos se a média ponderada de genes inibidores e ativadores,
presentes nos genotipos encontrados na nossa populacdo, estaria associada com a ocorréncia de
recidivas, utilizamos a seguinte formula MP = [(n® ATIV * 5) — (n® INIB * 3)]. Através desse
calculo, verificamos que a média ponderada negativa pertence aos individuos com menor
proporcdo de genes ativadores (entre 1 a 4 genes, N=75), enquanto que a média ponderada
positiva esta presente nos individuos com maior proporcao de genes ativadores (entre 4 a 6 genes,
N= 21). Observamos que a maioria apresentou média ponderada negativa, ou seja, apresentavam
em seu gendtipo de 1 a 4 genes KIR ativadores (78%; P< 0,01).

Também observamos que dentre os individuos com média ponderada negativa, ou seja,
com menor proporc¢do de genes KIR ativadores a maioria pertencia ao grupo dos individuos com
recidiva (62,7%; P=0,003) (Tabela 6.5). Enquanto que dentre os individuos com média ponderada
positiva, ou seja, como maior propor¢do de genes KIR ativadores, as frequéncias foram

semelhantes entre 0s grupos.
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Tabela 6.5: Média ponderada dos genes KIR Inibidores e Ativadores nos grupos dos individuos

com e sem recidiva atendidos no ambulatério de Oftalmologia do Instituto Nacional de

Infectologia, Fiocruz, RJ.

Individuos
Meédia ponderada Com recidiva (58) Sem recidiva (38) | Valor de P
(N/%) (N/%)
Negativa (entre 1 a 4 genes ativadores) 47162,7 28/37,3 0,003
Positiva (entre 4 a 6 genes ativadores) 11/52,4 10/47,6 1

N: nimero de individuos; %: frequéncia dos genes KIR.

Cabe ressaltar, que a distincdo entre média ponderada negativa e positiva ocasionou a

divisdo entre os gendtipos, ou seja, 0s gendtipos presentes nos individuos com média ponderada

negativa, ndo sdo 0s mesmos presentes nos individuos com média ponderada positiva. Desta

forma, a média ponderada negativa apresentou maior variabilidade de genétipos (18/25) do que a

média ponderada positiva (7/25). A distribuicdo dos gendtipos de acordo com a média ponderada,

bem como, suas frequéncias nos grupos podem ser observadas na tabela 6.6.
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Tabela 6.6 Distribuicdo dos gendtipos entre os individuos a partir da média ponderada, nos grupos

dos individuos com e sem recidiva de pacientes atendidos no ambulatério de Oftalmologia do

Instituto Nacional de Infectologia, Fiocruz, RJ.

Média ID N degenes Ndegenes Recidiva (58) Sem Recidiva (38)
Ponderada Gendtipo inibidores  ativadores (N/%) (N/9%)
1 6 1 21/44,7 9/32,1
2 7 4 8/17 3/10,7
4 7 2 3/6,4 8/28,6
5 8 3 3/6,4 217,1
9 8 4 2/4,2
18 8 4 1/2,1 -
20 8 2 1/2,1 1/3,6
21 8 3 - 3/10,7
24 8 4 1/2,1 -
Negativa 28 7 4 1/2,1 -
32 7 2 1/2,1 -
72 5 2 - 1/3,6
79 7 3 1/2,1 -
92 7 4 1/2,1 -
112 7 4 1/2,1 -
184 8 4 - 1/3,6
188 7 2 1/2,1 -
237 7 4 1/2,1 -
N=47 N=28
3 8 5 4/36,4 4140
6 8 6 1/9,1 3/30
o 7 8 5 4/36,4 -
Positiva 73 7 6 1/9,1 :
86 7 5 - 1/10
90 7 5 - 2/20
106 6 4 1/9,1 -
N=11 N=10

N: nimero de individuos; %: frequéncia dos gendtipos de KIR.
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7. Discussao

Dado o papel de KIR na resposta imune e sua extensa diversidade gendmica, é
concebivel que a variagdo dos genes KIR afeta a resisténcia e/ou susceptibilidade a
patogénese de diversas doengas, e como tal, eles se tornaram um alvo atraente para 0s
estudos de associacdo. Além disso, a caracterizacdo dos perfis genéticos de KIR em
individuos com toxoplasmose ocular torna este estudo pioneiro. Desta forma, no presente
estudo nos caracterizamos o perfil das frequéncias génicas dos 16 genes que codificam 0s
receptores KIR, em pacientes com toxoplasmose ocular apés episodio ativo. Além disso,
buscamos identificar uma possivel associacdo entre esses genes e a ocorréncia de recidiva

de toxoplasmose ocular.

Na analise epidemioldgica de nossa populagéo, os dados demonstram que, dos 101
individuos que participaram do estudo, mais de 90% sdo naturais do Rio de Janeiro;
apresentaram idade média de 32 anos, ndo havendo diferencas significativas entre os
géneros e a idade. Apesar de ndo termos evidenciado diferencas entre as médias de idade
nos grupos, o impacto da idade do paciente na severidade da TO tem sido debatido por
décadas. A idade do paciente no primeiro episodio sintomatico de TO é semelhante em
muitos estudos (Maenz et al., 2014). Varios centros de pesquisa europeus relataram uma
média de idade entre 25 e 31 anos no primeiro episddio sintomatico (Friedmann e Knox,
1969; Gilbert et al., 1999; Bosch-Driessen et al, 2002). No passado, Silveira e
colaboradores (1988), observaram que, no Sul do Brasil, as maiores taxas de TO sdo
encontradas em adultos jovens. Contudo, esses achados diferem dos encontrados por
Portela e colaboradores (2004) e Dubey (2012) que verificaram que a idade mais avancada

foi um fator de risco paraa TO.

A quantidade de recidivas variou entre 1 a 5 episodios, sendo a mediana do
intervalo entre cada episodio de 491 dias. Em relagdo ao periodo de acompanhamento,
91% dos 101 participantes foram acompanhados por mais de 2 anos. Estabelecemos como
critério para ser considerado sem recidiva, o calculo da mediana adicionada a 25%, como o
tempo minimo de acompanhamento. Tempo esse que corrobora o encontrado por Reich e
cols. (2014), Rothova (2003) e Bosch-Driessen (2002) que observaram que 0 risco de
recorréncia da toxoplasmose ocular ¢ maior durante os dois primeiros anos ap0s um

episadio ativo, do que nos anos seguintes.
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Cabe ressaltar, que os individuos acompanhados entre 4 e 5 anos apresentaram
heterogeneidade quanto ao ndmero de recidiva, sendo este intervalo de tempo que
apresentou a maior nimero tanto de individuos que recidivaram quanto de individuos que
ndo recidivaram. Tal fato nos indica que a auséncia de recidiva observada na maioria no 38

individuos da nossa populacao, ndo foi devido ao pouco tempo de acompanhamento.

Na analise do perfil das frequéncias génicas dos receptores KIR na populacdo de
estudo observamos que os genes KIR3DL1, KIR2DL1, KIR2DS4, KIR2DP1 foram os mais
prevalentes (acima de 97%). Essas altas frequéncias sdo similares as encontradas em outras
populacdes brasileiras como: Belém, Curitiba, Mato Grosso, Parana, Rio de Janeiro e Porto
Velho (Pedroza et al., 2011; Augusto et al., 2012 a e b; Franceschi et al., 2008; Single et
al. 2007, Perce da Silva et al., 2015).

As frequéncias dos genes que codificam receptores inibidores foram maiores que as
frequéncias que dos genes ativadores; inibidores, a maioria acima de 90%, enquanto que
os ativadores ficaram entre 20% a 51%. Esta alta frequéncia de genes inibidores esta de
acordo com as frequéncias de outras populacGes espalhadas pelo mundo, conforme o banco
de dados Allele frequencies, e com o fundamento de regulacdo da atividade citotoxica das
células NK (Almeida, 2011). Visto que, para que haja a tolerancia de antigenos proprios o
quantitativo de genes inibidores deve ser maior que o de ativadores
(Davis e Rizzieri 2015). No banco de dados Allele frequencies € possivel observar alguns
gendtipos que ndo possuem nenhum gene KIR ativador, enquanto que o contrario, ou seja,
genotipo com nenhum gene KIR inibidor nunca foi evidenciado, refor¢cando a importancia
evolutiva da manutencdo de uma maior frequéncia de genes KIR inibidores (Augusto e
Petzl-Erler, 2015).

O KIR2DS4 é o unico gene que codifica um receptor ativador que apresenta alta
frequéncia (http://www.allelefrequencies.net/kir6006a.asp). Em nossa populacdo sua
frequéncia foi de 97% e em 32 individuos (32,6%) ele é o Unico gene ativador presente. A
presenca do KIR2DS4 como o unico gene ativador do repertorio genético do individuo é
caracteristica do genotipo 1, o Unico genoétipo representante do hapl6tipo AA na nossa
populacdo. Cabe ressaltar que embora o gene KIR2DS4, com uma certa frequéncia, seja o
Unico ativador no genétipo de um individuo, ha versées mutadas do KIR2DS4 que nédo
serdo expressas na membranas, mas sim permanecerdo sollveis, enquanto que a versao

selvagem desse gene, serd expressa na superficie das membranas celulares (Vendelbosch et

49



al. 2015). Considerando que o haplogrupo A é muito frequente na maioria das populacdes
estudadas e a ocorréncia da versdo mutada do KIR2DS4, ha a possibilidade que individuos
ndo apresentem genes ativadores funcionais em seu repertorio KIR (Vendelbosch et al.
2015). Além disso, como em nossa populacdo o genotipo 1 foi mais frequente nos
individuos que recidivaram, podemos sugerir que a versao do gene encontrada nesses

individuos pode ser a versdo mutada.

Gendtipos KIR sdo um conjunto de genes KIR encontrados em uma pessoa e Sao
considerados marcadores mais informativos na diferenciacdo entre grupos étnicos do que
as frequéncias génicas (Osman et al., 2014). Diversos trabalhos demonstram que as
frequéncias genotipicas podem variar enormemente entre as populag¢fes, como resultado de
diferentes pressdes seletivas, além da deriva genética, do fluxo génico e dos efeitos gargalo
e fundador. (Shi et al., 2011). Atualmente ha 571 perfis genotipicos descritos no banco de
dados Allele Frequencies (http://www:.allelefrequencies.net/kir6001a.asp). Nosso estudo
permitiu identificar 25 gendtipos ja descritos. Dentre os gendtipos identificados,
observamos uma maior frequéncia dos gendtipos 1 (31,7%), 4 (11,9%), 2 (10,9%) e 3
(7,9%). Os gendtipos identificados apresentam distribuicdo cosmopolita, contudo as
frequéncias variam inter e intrapopulacfes (Rudnick et al., 2008; Ewerton et al., 2007). A
essas variacOes podem estar relacionadas fatores demograficos e/ou evolutivos (Augusto et
al., 2013).

Segundo Dunphy e colaboradores (2015) a célula NK ndo necessariamente expressa
todos os genes KIR ao mesmo tempo, nem em todas as populagdes clonais, e a coexpressao
de um subconjunto de genes codificantes pode ocorrer de forma aleatéria. Desta forma,
nem todas as células NK do organismo apresentam 0s mesmos receptores, entretanto, o
repertorio de receptores KIR expressos por um individuo depende diretamente dos genes
KIR herdados. Considerando este aspecto, verificamos que em nossa populacdo o numero
de genes KIR por perfil variou entre 8 a 16 genes e, conforme o esperado, a quantidade de
genes KIR inibidores foi mais abundante que a de KIR ativadores. Dentre os 25 perfis
caracterizados, o mais diversificado foi o genotipo 6. Esse perfil é definido por possuir
todos os genes KIR descritos, incluindo os pseudogenes, permitindo que a célula NK tenha
disponiveis genes para codificar todos os receptores KIR. Encontramos esse perfil em
baixa frequéncia, representando 5% da populacdo (5 individuos). Segundo estudos

anteriores, cujos dados compdem o banco de dados Allele frequencies, a frequéncia do
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perfil 6 se mantém baixa em varias partes do mundo e apresenta distribuicdo cosmopolita
(Davis e Rizzieri 2015).

Em nossa populacdo, quatro perfis genotipicos (ID 1 a 4) representam cerca de 62%
da diversidade encontrada, enquanto que mais da metade (14 perfis - 56%) possui apenas
um individuo como representante. Este resultado esté de acordo com estudos realizados em
outras populacdes brasileiras e pode ser reflexo da nossa histéria demografica
(Augusto et al., 2015).

Os genotipos 1,4,2 e 3 foram os mais frequentes em nossa populacdo. De acordo
com os dados do Allele frequencies, este resultado esta de acordo com o encontrado em
outras regides geograficas, visto que, estes genotipos foram os primeiros a serem descritos.
Comparando com os dados do Allele frequencies, as frequéncias dos perfis genotipicos 1,
2, 4 e 3 na nossa populacdo foram semelhantes as observadas nas Américas (Norte, Central
e Sul), corroborando os achados obtidos através de estudos utilizando marcadores
classicos, bem como DNA mitocondrial, que explicam a histéria demogréfica humana do

continente americano.

Objetivando encontrar uma inter-relacdo, com base nas frequéncias dos genes
KIR, entre a populacdo de pacientes atendidos no ambulatério de Oftalmologia do Instituto
Nacional de Infectologia, Fiocruz (RJ) e outras populacfes do globo realizamos a analise
das distancias geneticas entre populagdes e construimos o dendrograma neighbor-joining.
Essa analise revelou um grupamento dos nossos pacientes (BrRJToxo) proveniente, na sua
maioria, do Rio de Janeiro com populacGes do Rio de Janeiro, Porto Velho e de paises do
continente Americano. Esses dados, também, refletem a mistura étnica existente em nossa
populacédo e, também, o processo de colonizacdo deste pais (Augusto et al., 2012; Rivero
etal., 2013).

A fim de investigar a possivel influéncia dos genes KIR na recidiva de
toxoplasmose ocular apds episodio ativo, o grupo recidiva foi comparado ao grupo sem
recidiva. Na andlise epidemioldgica dos grupos, observamos que 0S parametros sexo e
idade foram homogéneos entre os mesmos (P>0,05). Em relacdo ao tempo de
acompanhamento, mais da metade (55%) dos individuos do grupo recidiva foram
acompanhados por mais de 4 anos, enquanto que, no grupo sem recidiva, a maioria

(68,5%) dos individuos foi acompanhada mais de 3 anos.
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Quando avaliamos se havia diferencas significativas quanto as frequéncias dos
genes KIR entre os grupos recidiva e sem recidiva observamos que o gene inibidor
KIR2DL2 e o0 gene ativador KIR2DS2 estavam mais frequentes nos individuos sem
recidiva do que nos individuos com recidiva (P=0,03 e P= 0,02, respectivamente). Além
disso, em nossa populacdo, a presenca desses genes esta, em sua maioria, em coexisténcia
(49 dos 52 individuos que eles existem). Os genes KIR2DL2 e KIR2DS2 estdo em forte
desequilibrio de ligacdo na maioria das populagBes em todo o mundo, incluindo as de
origem africana (Denis et al., 2005; Single et al., 2007;Yindom et al., 2010). Devido a
este forte desequilibrio de ligacdo existente entre os dois loci € dificil separar o efeito de
um locus do outro. Ou seja, é dificil determinar qual deles estd realmente mediando o
efeito (Yindom et al., 2011). O gene inibidor KIR2DL2 e 0 seu correspondente ativador
KIR2DS2 ja foram associados a outras doengas. Foram associados com a reducdo do risco
do desenvolvimento de leucemia mieloide cronica, na presenca de ambos 0s genes
juntamente com seus respectivos ligantes HLA-C, (Middleton et al.,, 2009). Em
contrapartida, um estudo determinou e comparou as frequéncias dos genes KIR de criancas
com malaria grave ou malaria ndo complicada com controles saudaveis da mesma area, e
verificou que as frequéncias de ambos os genes foram significativamente maiores nos
casos de malaria (grave ou ndao complicada) do que nos controles, sugerindo que 0s
portadores de KIR2DL2 + C1 e / ou KIR2DS2 + C1 tinham mais risco de serem infectados
com parasitas da malaria do que aqueles sem qualquer um destes geno6tipos (Yindom et al.,
2011). A auséncia de ambos 0s genes tem sido associada com a resisténcia a infeccdo com
virus tipo 1 do herpes simples (HSV-1) (Estefania et al., 2007). Enquanto que a presenca
de KIR2DS2 na auséncia dos seus ligantes especificos tem sido associada com um
aumento da susceptibilidade a artrite psoriatica (Martin et al., 2002). Como em nossa
populagdo ambos os genes estavam mais frequentes no grupo sem recidiva, podemos
sugerir que o gene inibidor KIR2DL2 juntamente com o ativador KIR2DS2 podem estar
atuando como marcadores de protecéo a recidiva de toxoplasmose ocular na populacao de

estudo.

Os perfis genotipicos também foram agrupados e avaliados nos grupos recidiva ou
sem recidiva, com a finalidade de verificarmos possiveis particularidades na distribuicéo
genotipica da populacdo estudada em relacdo a recorréncia. Observamos que, 0 grupo
recidiva, apresentava uma maior variabilidade de genotipos (20/25) e que um grande

numero desses gendtipos (13/25) sé ocorria nesse grupo. No grupo sem recidiva, além da
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menor variabilidade genotipica (12/25) apenas 5 geno6tipos sé ocorriam nesse grupo. O
genotipo 4 junto com o gendtipo 1 foram os mais frequentes nesses individuos. Vale
ressaltar que a diferenca entre esses perfis é a presenca do gene inibidor KIR2DL2 e do
gene ativador KIR2DS2. No entanto, nenhuma tendéncia de associa¢do foi encontrada

entre 0 genotipo apresentado e a condicdo recidiva ou sem recidiva.

Como as células NK podem expressar em suas superficies de um a todos os genes
KIR presentes em seu gendtipo e, considerando que o repertorio KIR de um individuo
depende diretamente dos genes KIR herdados, a variacdo do contelddo génico e a
diversidade alélica dos genes KIR podem afetar a funcdo e o nivel de especificidade e
sensibilidade das células NK (Rempel et al., 2011). Neste contexto, avaliamos se a
variagdo da proporcdo entre genes KIR inibidores e ativadores, presentes nos genotipos de
nossa populacdo, poderia ser indicadores de recorréncia de toxoplasmose ocular. Para
tanto, calculamos a média ponderada dos genes KIR inibidores e ativadores, que fez a
distincdo entre os individuos que possuiam maior ou menor propor¢cdo de genes KIR

ativadores e comparamos entre os grupos recidiva e sem recidiva..

Na analise das frequéncias dos genes ativadores na populacéo estudada observamos
que a maioria dos individuos (78%) possui menor propor¢do de genes KIR ativadores
(entre 1 a 4 genes ativadores) (P< 0,01). Tal fato pode ser reflexo da alta frequéncia
gendtipo 1, visto que, neste gendtipo o Unico gene ativador é o KIR2DS4. Além disso, 0
resultado observado estd de acordo com principio para a manutencdo da homeostase da

resposta imune (Almeida et al., 2011; Davis e Rizzieri 2015).

Quanto & distribui¢do dos individuos que apresentaram menor propor¢do de genes
ativadores, observamos que a maioria pertencia ao grupo dos individuos com recidiva
(62,7%; P= 0,003). Tal achado estd de acordo com fundamento para o equilibrio da
resposta imune, visto que, € o balanco entre os sinais de inibigdo e ativacdo que regula a
funcéo das celulas NK e protege ou predispde um individuo a doencas (Almeida et al.,
2011; Hoteit et al., 2014; Hoteit et al 2015) e nos permite sugerir que a menor proporcao
de genes KIR ativadores pode estar associada a susceptibilidade, uma vez que, o0s

individuos com recidiva apresentaram menos genes ativadores.

A distincdo entre media ponderada negativa e positiva ocasionou a divisdo entre 0s

genotipos. Desta forma, a média ponderada negativa apresentou maior variabilidade de
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gendtipos (18/25) do que a média ponderada positiva (7/25). Contudo ndo houve diferenca

entre a distribuicdo dos gendtipos entre os grupos recidiva e sem recidiva.

No presente estudo caracterizamos o perfil dos genes KIR em pacientes com
toxoplasmose ocular apos episodio ativo e observamos dois genes (KIR2DL2/KIR2DS2)
atuando conjuntamente como possiveis marcadores de protecdo, além, da menor proporcao
de genes ativadores observada nos individuos com recidiva corroborando com a hipdtese
de que estes individuos sdo mais susceptiveis a TO. A caracterizacdo destes genes torna
este estudo pioneiro na pesquisa de associagdo entre o polimorfismo dos genes KIR e a
recidiva de toxoplasmose ocular, uma vez que, ndo ha na literatura dados que relacionem o
polimorfismo de genes KIR com a toxoplasmose ocular. Mais estudos necessitam ser
realizados em diferentes populagdes. Com o intuito de compreender melhor tal processo,
nossa perspectiva € dar continuidade a caracterizacdo genética de individuos com
toxoplasmose ocular ap6s episodio ativo, ampliando o N amostral, realizando a tipagem
dos ligantes HLA, dosando os niveis séricos de IFN- y e verificando o polimorfismo do

mesmo.
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8. Concluséao

Com base nos resultados obtidos a partir da caracterizagdo dos genes KIR em

pacientes com toxoplasmose ocular apo6s episddio ativo, atendidos no ambulatério de

Oftalmologia do INI, Fiocruz, RJ, pode-se concluir que:

A distribuicdo das frequéncias dos genes KIR nesta populacdo de estudo ndo difere

das observadas em outras regides brasileiras;

Todos os 25 genotipos caracterizados apresentam distribuicdo cosmopolita.
Contudo, o perfil da distribuicdo génica dos receptores KIR nédo apresentou
associagdes significativas sobre a recidiva de toxoplasmose ocular na populacao

estudada;

O gene inibidor KIR2DL2 juntamente com o ativador KIR2DS2 estavam mais
frequentes no grupo dos individuos que ndo recidivaram, sugerindo que 0s mesmos
possam estar atuando como marcadores de protecdo a recidiva de toxoplasmose

ocular;

Nossos dados sugerem que a menor proporcdo de genes KIR ativadores possa estar
associada a susceptibilidade, uma vez que, os individuos que recidivaram

apresentaram menor proporcao de genes ativadores;
Os achados obtidos fornecem uma descricdo desses genes na populagédo estudada e,

além disso, a diversidade génica desses pacientes pode fornecer informacgoes

relevantes para futuras pesquisas.
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10. Anexos

Anexo 1 Aprovacéo pelo Comité de Etica

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundagdo Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

Rio de Janeiro, 23 de julho de 2014.

Do: Comité de Etica em Pesquisa do IPEC
Para: Dra. Maria Regina Reis Amendoeira

Prezada Dra. Maria Regina,

Com referéncia ao projeto: “Anélise retrospectiva e imunogenética de pacientes com
recidiva de toxoplasmose ocular do ambulatério de oftaimologia do Instituto de Pesquisa
Clinica Evandro Chagas”, subestudo do projeto: “Avaliacdo dos padrdes de recorréncia da
toxoplasmose ocular e fatores de risco associados em pacientes do ambulatério de
Oftalmologia do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas”, CAAE 0075.0.009.000-11,
aprovado por este Comité em 18/04/2011 — Parecer 022/2011, acusamos 0 recebimento de sua
carta datada de 09 de julho de 2014, na qual V. Sa. solicita apreciagéo do subprojeto supra citado.

Este subprojeto contemplara uma Monografia de Especializagdo em Biologia Parasitaria da
Fundagdo Técnico-Educacional Souza Marques, orientada pela Dra. Ana Luisa do Couto Aleixo e
Dra. Maria Regina Reis Amendoeira uma Dissertagdo de Mestrado do Programa de Medicina
Tropical do I0C-Fiocruz, orientada pela Dra. Maria Regima Reis Amendoeira.

Tem como objetivo principal determinar a frequéncia das recidivas € analisar possiveis fatores
associados aos episédios de recorréncia, em um grupo de pacientes com diagnéstico de
toxoplasmose ocular do ambulatério de Oftalmologia do IPEC e, como objetivo especifico, identificar
e analisar caracteristicas clinicas, epidemiolégicas e imunogenéticas da populagdo com relagéo ao
risco de recidivas oculares.

A metodologia compreenderd: Estudo 1 — Andlise retrospectiva de prontuarios; Estudo 2 —
Andlise de HLA e KIR.

Esta documentacéo foi apreciada e aprovada por esta Coordenacéo (Relatora) na presente
data. Recomenda-se que, em futuro, cada projeto ou subprojeto seja apresentado em separado.

Atenciosamente, -
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Anexo 2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto: “Estudo de fatores de risco para recidivas de toxoplasmose ocular”

Vocé estd sendo convidado para participar de um estudo visando obter mais conhecimentos sobre a
toxoplasmose ocular, que é uma infeccdo causada por um protozoario chamado Toxoplasma gondii e que
pode levar a diminuigdo da visdo em alguns casos. As consultas oftalmolégicas de retorno obedecerdo as
praticas clinicas usuais de acompanhamento de toxoplasmose ocular, sendo realizadas anualmente por
cinco anos para fins desta pesquisa. Vocé devera procurar o ambulatorio de Oftalmologia do IPEC caso
perceba turvacéo visual, olhos vermelhos ou moscas volantes no intervalo das consultas de rotina. Todas as
consultas deverdo ser agendadas pela secretaria do ambulatério do IPEC pessoalmente ou por meio do
telefone (21) 3865 9670 ou 3865 9595. Os procedimentos listados a seguir serdo realizados por médicos
oftalmologistas com a ajuda de outros profissionais ligados a pesquisa e tecnicamente habilitados para a
sua perfeita realizacdo.Procedimento para exame oftalmoldgico:1) Medida da viséo através de tabelas com
letras de diferentes tamanhos; 2) Exame com luz, realizado num aparelho chamado lampada de fenda, para
excluir pessoas que ndo possam pingar colirio para dilatar a pupila; 3) Instilagdo de colirio para dilatar a
pupila (Mydriacyl), 1 gota em cada olho, trés vezes com intervalo de 5 minutos; 4) Espera de 30 minutos
para obtengdo do efeito do colirio e 5) Exame de fundo de olho e sua fotografia através da luz de um
aparelho chamado oftalmoscopio e retindgrafo.O colirio usado para dilatar sua pupila vai causar
desconforto a exposicao a luz e diminuird sua visdo para perto nas 3 ou 4 horas apds o exame. VVocé nao
podera dirigir veiculos ou maquinas pesadas, de marcenaria ou de operacdo perigosa nas referidas 3 ou 4
horas de efeito do colirio. Também serdo coletadas amostras de sangue periférico para realizagao de testes
genéticos e, se necessario, de testes diagnosticos para Sifilis, HIV e Herpes.Vocé serd informado quanto a
qualquer alteracdo e ou doenca encontrada no exame e sera encaminhado para que possa ser devidamente
tratado. Todas as informacdes fornecidas por vocé sdo consideradas confidenciais, sendo somente
divulgadas sem identificacdo pessoal através de publica¢des cientificas, garantindo sua total privacidade e
sigilo médico. Caso seja necessario o tratamento da toxoplasmose sera igual ao normalmente utilizado em
todos os pacientes do ambulatério de Oftalmologia do IPEC-FIOCRUZ. Os profissionais envolvidos no
estudo poderdo esclarecer suas duvidas e fornecer mais informagdes, além das citadas no presente termo,
em qualquer momento durante a pesquisa. Sua participacdo neste projeto é inteiramente voluntaria,
estando livre para recusa-la ou retirar-se em qualquer fase da pesquisa, sem que isso possa afetar ou
prejudicar o cuidado médico que vai receber. Estou ciente que ndo terei qualquer forma de pagamento em
dinheiro por minha participacdo. Tendo entendido todas as informagdes aqui contidas, vocé recebera uma
copia deste termo de consentimento, e pelo presente, consente voluntariamente em participar desta
pesquisa, permitindo que os procedimentos acima citados sejam realizados.

Fica também autorizado o armazenamento pela FIOCRUZ de amostras do seu sangue. Esse material
armazenado somente poderé ser utilizado em novas pesquisas com 0 consentimento do Comité de Etica
Humana do IPEC - FIOCRUZ.

Assinatura: RG Testemunha: RG

Pesquisador: Data / /
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