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RESUMO

A toxoplasmose é uma das mais comuns infec¢Oesitgaias em todo o mundo e as
estimativas de soroprevaléncia para popula¢cdes fasr@animais apresentam grandes
variacbes até mesmo dentro de uma mesma regidaddsstrelacionados a
toxoplasmose nos estados do Nordeste do Brasip@dcos e nenhum trabalho neste
sentido foi encontrado na literatura no que dipe#s ao municipio de Santa Cruz —
RN. Neste trabalho analisou-se a prevaléncia agecgab pofToxoplasma gondiianto
em humanos como em animais (cdo, gato e ave) dessecipio. O ensaio
imunoenzimético (ELISA) para detectar IgG mostroe 6,2% da populacdo humana
apresentavam anticorpos anti = gondii Anticorpos IgM anti¥. gondii foram
identificados em 4,0% desses voluntarios, dos &% apresentaram resultado 1gG
negativo (IgM/1gG), e 77,9% apresentaram sorologia positiva tanta pgM como
para IgG (IgM/IgG"). O teste de avidez, realizado nos soros IgGigositassociado a
presenca de IgM identificou 2% desses voluntarim® infeccdo classificada como
recente. Os fatores de risco associados a infetm@on identificados através da
aplicacdo de questionario. Permaneceram no modeld &pos analise logistica
multivariada os seguintes fatores: idade (> 45 /@0657,4; 95%IC; Intervalo 3,7-14,8;
p=0,01), grau de escolaridade (Analfabeto/OR 2584I€; Intervalo 1,6-5,0; p=0,00),
quantidade de gatos na residéncia (> 3 gatos/ @R B%IC; Intervalo 1,2-3,5;
p=0,01), auséncia de caixa d’agua (OR 2,0; 95%i@erialo 1,4-3,1; p=0,01) e
ingestao de leite cru/ndo pasteurizado (OR 2,0;185%tervalo 1,3-3,0; p=0,01). Apds
acompanhamento dos voluntarios soronegativos parxgnadamente, um ano, a taxa
de incidéncia da infeccdo pdr. gondii observada neste municipio foi de 6,8/1000
pessoas / més. Os ensaios sorologicos para detg@arealizados nos animais,
presentes no domicilio e/ou peridomicilio do myriwide Santa Cruz, mostraram
soroprevaléncia de 47,4% nas aves, 75,8% nos cé6sl% nos gato€xceto para
cées, a infeccdo por este protozoario mostrou gsmcestatistica com a idade (Aves:
idade > 12 meses/ OR 4,5; 95%IC; Intervalo 1,5-18;®,00 / Gato: idade > 5 anos/
OR 3,4; 95%IC; Intervalo 1,4 — 8,3; p=0,00). A rféo toxoplasmica em humanos é
frequentemente subclinica, no entanto pode eveluapresentar um quadro clinico,
principalmente com retinocoroidite. A resposta imysrovavelmente apresenta um
papel relevante na evolucdo da infeccdo e, neabmlho, encontramos associacao

estatistica entre toxoplasmose ocular e o polisrodi do gen@APEX1(rs1130409). A



analise de regressédo logistica mostrou maior chdecdesenvolver a lesdo ocular
naqueles pacientes com alelos polimorficos (GG)heterozigotos (GT). Nenhuma
correlagéo foi encontrada, na populacao estudadie® e gendMyD88 (rs7744) e leséo

ocular. Também néo se observou correlacdo entretimocoroidite e o perfil de

expressao das citocinas IL-4, IL-5, IL-17A, IFNe TNF«.

Palavras chaveToxoplasma gondii;Soroprevaléncia; Incidéncia; Fatores de risco;

Santa Cruz-RN; Toxoplasmose oculaPEX], Citocinas.



ABSTRACT

Toxoplasmosis is one of the most common parasitections worldwide and estimates
of seroprevalence for human and animal populat@ng widely even within the same
region. Toxoplasmosis-related survey in the stat@$ortheastern Brazil are few and no
studies has been found in the literature with mdarthe municipality of Santa Cruz -
RN. In this paper we analyzed the prevalenc& @foplasma gondiinfection in both
humans and animals (dog, cat and chicken) of thisicipality. The enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) to detect IgG showeat #6.2% of the human
population had anti F. gondiiantibodiesIgM anti- T. gondiiantibodies were identified
in 4.0% of these volunteers, of which 22.1% hadatieg results IgG (IgM IgG), and
77.9% tested positive for both IgM and IgG (IgMG"). The avidity test, performed on
positive IgG sera, associated with IgM antibodidentified 2% of volunteers with
infection classified as recent. Risk factors as#ed with infection were identified
through a questionnaire. The final model after mattate logistic analysis the
following factors: age (> 45 years / OR 7.4; 95% 8BlI7 to 14.8 range, p = 0.01),
educational level (llliterate / OR 2.8; 95% CI, 1065.0 range; p = 0.00), number of cats
in residence (> 3 cats / OR 2.0; 95% CI, 1.2-3 eartg p = 0.01), no water tank (OR
2.0; 95% CI, 1.4 to 3.1 range; p = 0.01) and ingasbf raw / unpasteurized milk (OR
2.0; 95% CI, 1.3 to 3.0 range; p = 0.01). Afteldal-up of seronegative volunteers for
one year, approximately, the incidence rate ofdtid@ by T. gondiiobserved in this
municipality was 6.8 / 1000 person / month. Senalaigtests to detect IgG antibodies
performed in animals, present in the home the nipality of Santa Cruz, showed
seroprevalence of 47.4% in chicken, 75.8% in dogs@0.1% in cats. Except for dogs,
infection with this protozoan showed statistica@sation with age (Chicken: age> 12
months / OR 4.5; 95% CI, 1.5 to 13.5 range, p ®0.0at: age > 5 years / OR 3.4; 95%
Cl; range 1.4 to 8.3; p = 0.00Toxoplasma gondiinfection in humans is often
subclinical, however can develop and present aicelinsigns, especially with
retinochoroiditis. The immune response probablya&hedle in the evolution of infection
and, in this study, we found a statistical assamiabetween ocular toxoplasmosis and
polymorphism APEX1 gene (rs1130409). The logistic regression analgsiswed
increased the risk of developing eye injury in @ats with polymorphic alleles (GG) or

heterozygous (GT). No correlation was found ingbpulation studied betwedryD88



gene (rs7744) and eye injury. Also, no correlatias found between retinochoroiditis

and the expression profile of the cytokines ILi45l IL-17A, IFN-y and TNFe.

Keywords: Toxoplasma gondiiseroprevalence; Incidence; Risk factors; Santaz-Cr

RN; ocular toxoplasmosig§PEX1;Cytokines.
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1. INTRODUCAO
1.1.Historico

O fim do século XIX e inicio do século XX foi um np@do que marcou as
ciéncias biomédicas. Nesse periodo, diversas nespécies de parasitos protistas
foram descobertos, e muitos identificados como tageptiologicos de importantes
doengcas humanas. Em 1888, Laveran descreveu o ogétlasmodium (agente
etiolégico da malaria) e mais tarde, em 1903, d&®cr a_eishmania donovarfum dos
agentes etioldgicos do calaza¥p sequéncia, em 1907, Forde descréugypanosoma
gambiense(agente da tripanossomiase africana ou doencaodo) £, em 1908,
Toxoplasma gondi{agente etioldgico da toxoplasmose) era desdAtoa a ciéncia
brasileira, os primeiros 10 anos do século XX foraatavelmente marcados pelo
envolvimento dos cientistas brasileiros na desgrigé T. gondii (por Splendore)
Pneumocystis carinii, Trypanosoma cryambos descritos por Carlos Chagas, em
1909) eLeishmania braziliensiglescrito por Viana, em 191%ouza et al. 2009).

Laveran (1900) parece ter sido o primeiro autoescreverT. gondiiem pardais
de Java (Oréfice et al. 2010). No entanto, a ifleatido deste protozoario ocorreu
simultaneamente por Nicolle e Manceaux (1908) enragdor norte-africano (gundi),
e por Afonso Splendore (1908), em um coelho noiBr@snomeToxoplasma gondii
foi proposto por Nicolle e Manceaux (1909) baseaddorma do estdgio de infeccdo
(toxon= arco) e o termgondii pode ter resultado do erro de ortografia do hospede
original —Ctenodactylus gundFerguson 2009).

Entre 1908 e 1937 foram feitos diversos relatostitieando Toxoplasmaem
diferentes espécies animais, incluindo seres husa&@uabin e Olitsky (1937) mostraram
queToxoplasma um parasito intracelular obrigatério que podseatransmitido entre
animais de laboratério através da inoculacao irdraal, subcutanea e intraperitoneal
utilizando homogeneizado de cérebro infectado. Aldieso, foram observadas
variacdes na viruléncia deste protozoario e aumelatoviruléncia apds continuas
passagens em animais de laboratério (Ferguson 20083 importante contribuicdo
brasileira foi a descricdo inicial da toxoplasmosegénita pelo patologista Margarinos
Torres, em 1927. A importancia da toxoplasmose &oitgy como causa da
toxoplasmose ocular passou a ser reconhecidaiagasttrabalhos de Wilder (1952) e
Perkins (1973).

Em 1948, uma técnica soroldgica foi desenvolvida pa@entificar seres humanos

e animais infectados pelo parasito através da tesizacdo dos anticorpos anti-
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Toxoplasma(Sabin e Feldman, 1948). Esta técnica mostrouggaede proporcédo da
populacdo humana e de animais domésticos apreaeasaes anticorpos especificos.
Os resultados encontrados com esta técnica mugmrcapcdo da infec¢do por este
protozoario. Tal parasito, antes considerado reagsou a ser um dos mais comuns
parasitos infectando o homem e animais, causandmaiaria dos seus hospedeiros
poucos sintomas ou se mostrando assintomatico.

Na década de 50, surgiu a grande questdo: Comoguamale quantidade de
humanos e animais tornaram-se infectados Tomondi? Ja se sabia que a infeccao
congénita podia ocorrer, mas o mecanismo pelo @aadultos se infectavam era, até
entdo, desconhecido. Devido as observagfes da fdemaquizoito déloxoplasma
dentro dos macréfagos e circulando no sangue, pesesque sua forma de transmissao
podia estar relacionada ao do protozo&sshmania Muitos estudos foram realizados
na tentativa de mostrar o inseto vetor, mas foramalrhente infrutiferos. Em 1937,
Sabin e Olitsky mostraram que ratos que consumaemmecde animais infectados com
T. gondii, se infectavam, sugerindo que um método de disse@d natural seria por
meio da ingestdo de carne infectada por este métiaz E nesse contexto, em 1960,
Jacobs e colaboradores, demonstraram que a fornbaadezoito em cistos teciduais
pode sobreviver a exposi¢cdo a cido e tripsinairroando o possivel papel da ingestao
desses cistos na transmisséo do parasito (Fergao).

O papel realizado pela ingestdo de carne mal passadrua na transmissao da
toxoplasmose aos seres humanos foi confirmado psmbnts e colaboradores (1965).
Em um hospital de tuberculose em Paris onde a cauaeera fornecida como proposta
terapéutica observou-se que a aquisi¢do anualt®m@os pard oxoplasmaumentou
de 10% por ano para 50% quando a carne mal pagaagau a ser fornecida. Quando a
carne foi substituida por costeletas de cordeitaxa da aquisicdo aumentou para 100%
por ano (Ferguson 2009).

Contudo, a observagdo de gliexoplasmapode ser transmitido através do
consumo de carne ndo podia explicar a alta incidém herbivoros ou vegetarianos
estritos. Até meados dos anos 60 isto era um moisiEntretanto, a descoberta de uma
nova forma deste parasito em fezes de gato fornesgurimeiros indicios de outro
mecanismo de transmissao. Esta nova forma podariasmsmitida pela via oral para
ratos e também sobreviver por muitos anos na &gpaés intensos estudos, provas
definitivas sobre este parasito foram fornecidasisquque simultaneamente por

pesquisadores dos Estados Unidos, Reino Unido,ndala Alemanha. Esses estudos
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identificaram a forma resistente @iegondii como um oocisto de coccideo com tipico
desenvolvimento assexuado e sexuado no intestilyadte de gatos (Frenkel et al.
1970; Hutchison et al. 1971; Overdulve 1970; Sk&ffe Melton 1970). Finalmente o
ciclo de vida completo dé&. gondiifoi caracterizado, definindo-o como um parasito
coccideo, onde felinos sdo seus hospedeiros aedsie qualquer animal de sangue

quente pode atuar como hospedeiro intermediarib€pet al. 1970).

1.2 Aspectos Bioldgicos d&oxoplasma gondii

Este protozoario se caracteriza por ser intrageldhrigatério de baixa
especificidade (eurixénico), pois possui potenctld infectar qualquer animal
homeotérmico (Dubey e Beattie, 1988; Dubey et 8r01 Hashemi-Fesharki 1996;
Esteban-Redondo e Innes 1998; Innes 1997), invadiwdrios tecidos, células
nucleadas e liquidos organicos. De acordo com Gueecolaboradores (1990).
gondii é classificado como pertencente ao:

REINO Protista
SUB-REINO Protozoa

FILO Apicomplexa
CLASSE Sporozoazida
SUB-CLASSE Coccidiasina
ORDEM Eucoccidiorida
FAMILIA Sarcocystidae
SUB-FAMILIA Toxoplasmatinae
GENERO Toxoplasma
ESPECIE Toxoplasma gondii

Segundo Adl e colaboradores (201Ppxoplasma gondié classificado da como
[Apicomplexa: Conoidasida: Coccidia: Eimeriarina].

T. gondiié um protozodrio prevalente na maioria das areasuwdwlo e tem uma
significativa importancia médica e veterinéria pausar aborto ou doenca congénita
em seus hospedeiros intermediarios (Tenter et08l0)2 O ciclo de vida é heteroxeno
facultativo (Figura 1), tendo como hospedeiros niéfios representantes da familia

Felidae, entre eles o gato doméstico (Dubey e iBeB#88; Esteben-Redondo e Innes



1998; Dubey et al. 2004). Ha trés formas infectipagaT. gondii os taquizoitos, os
bradizoitos, e 0s esporozoitos (Dubey et al. 2D@htoya e Liesenfeld 2004).
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Figura 1. O ciclo biolégico do protozoarid@oxoplasma gondiem hospedeiros
intermediérios e definitivos (Robert-Gangneux edg&2012).

Taquizoitos

O taquizoito é a forma de multiplicacdo rapida &ret al. 1996; Montoya e
Liesenfeld 2004) produzida pelo ciclo assexuadopdeasito em hospedeiros
intermediarios. Apresenta forma de arco com umaemitiade afilada e outra
arredondada medindo, aproximadamente, 4 a 8 pnorderonento por 2 a 4 um
de diametro (Garrido 1978; Montoya e Liesenfeld0Constitui a forma menos
resistente do parasito, sendo facilmente destrpielas condi¢cbes ambientais
adversas como desidratacéo e variaveis osmotisss f@ma do parasito € menos
resistente a tripsina ou pepsina (Jacobs et ab)186ntudo, apresentam um papel

principal na transmisséo vertical da toxoplasmadsater et al. 2000).



Bradizoitos

Os bradizoitos séo formas assexuadas, com metabolento, medindo cerca
de 7a9 um por 1,5 a2 um. Estdo presentes nos ¢eciduais, os quais variam
em tamanho de 5 a 70 um (Gross et al. 1996; Dubég)1lpodendo chegar em
alguns casos a 300 um de diametros com centenaghares de bradizoitos
(Montoya e Liesenfeld 2004). Os cistos possuem manmabdupla sendo resistentes
as enzimas proteoliticas (Jacobs et al. 1996)resdoamento a 4°C por 30 dias. De
acordo com alguns autores, esta forma de apre&enthg parasito € a principal
responsavel pela transmissdo da zoonose atraviégetddo de carne crua ou mal
cozida (Dubey 1998; Bonametti et al. 1997; Skjerval. 1998; Tenter et al. 2000;
ElI-On e Peiser 2003).

Oocistos

E a forma infectante proveniente da reproducdo akxudo parasito
(gametogonia) no interior das células do epitéhitestinal dos felideos. Séo
esféricos com aproximadamente 12 pum de didmetrdogpul998) e podem
sobreviver por longos periodos em condi¢cdes andigertdversas, apresentando
viabilidade por meses ou anos em solo umido (Dubd@eattie 1988). Esta € a
forma de resisténcia e de disseminacdo ambientgbadasitose, podendo ser
transportada mecanicamente por moscas, baratasjrbes outros artrépodes ou

ser veiculados pela agua ou vegetais usados pasaro.

1.3. Mecanismos de transmissao

Devido a capacidade adaptativa @e gondii aos seus diversos hospedeiros
homeotérmicos bem como suas diferentes formastamfes, a prevaléncia da infeccao
por T. gondiindo é limitada a presenca de certa espécie de despeO seu ciclo
(Figura 2) pode continuar indefinidamente por tnaissdo de hospedeiro intermediério
para definitivo, de hospedeiro definitivo para intedidrio, entre hospedeiros
intermediarios (até mesmo na auséncia de hospsdi@fnitivos) e entre hospedeiros
definitivos (até mesmo na auséncia de hospedeitegmediarios). Varios autores tém
atribuido a ingestao de carne infectada crua oucomtla como uma fonte importante
para ocorréncia de toxoplasmose humana dentromexto epidemiolégico da doenca
(Dubey 1998; Bonametti et al. 1997; Skjerve etl@B8; Cook et al. 2000; Tenter et al.
2000; EI-On e Peiser 2003; Dubey 2009). Surtosostepiasmose também tém sido
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atribuidos a inalacdo (Teutsh et al. 1979) ou &stép de agua contaminada com
oocistos (Bowie et al. 1997; De Moura et al. 2006).
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protozoario Toxoplasma gondiipara humanos e animais (Robert-
Gangneux e Dardé 2012).

Todos os trés estagios (taquizoitos, bradizoitesp®rozoitos) sao infectantes,
tanto para os hospedeiros intermediarios como gmtespedeiros definitivos, os quais
podem adquirir a infec¢cdo padr. gondiiprincipalmente através de uma das seguintes
rotas: (a) horizontalmente, por ingestdao de ocgigiesentes no ambiente ou por
ingestdo de cistos encontrados em carne e visceuwas ou mal cozidas; e (b)
verticalmente, por transmissédo transplacentaridadeizoitos (Dubey 1994; Dubey
1996; Allain et al. 1998; Mozzatto e Procianoy 20@ubey 2004; Montoya e
Liesenfeld 2004; Sawadogo et al. 2005; Sukthan#;2D@ibey 2009) ou através do
leite materno (Dubey 1998). A transmissdo podeaaowbrrer, com menor frequéncia,
através de transfusdo sanguinea e transplantegdesdo(Dubey 1994). Aléem destas
rotas, foram descobertos taquizoitos em outrogidiiido corpo, inclusive saliva,
perdigotos, urina, lagrimas e sémen (Dubey e BeafiB8), mas ndo ha atualmente
evidéncias de transmissdo horizontalTdgyondiipara humanos por estes mecanismos

(Tenter et al. 2000), portanto, até 0 momento, isgportancia epidemioldgica.



1.4. Interacdo parasito-hospedeiro

Por ser um parasito intracelular obrigat6rib, gondii infecta uma grande
variedade de células em muitos diferentes hospejeaiendo considerada uma das mais
extraordinarias células eucaritticas. A invasaarecatraves de movimentos ativos do
proprio parasito e pela extrusdo do condide. O idené uma organela altamente
dindmica localizada na extremidade apical desséozwario por onde se faz o
reconhecimento dos ligantes celulares dando iai@giprocesso de invasdo. Além disso,
esta organela permite que ocorra a secrecdo segueiec proteinas contidas nas
organelas micronemas e roptrias (Carmen et al.)2@9as organelas associadas aos
granulos densos sao cruciais para a invasédo e ¢aomdo vacuolo parasitéforo na
célula hospedeira.

O taquizoito, forma invasiva e com rapida multi@tido, se prolifera dentro desse
vacuolo parasitoforo, e uma vez instalado na célotpedeira, o vacuolo interage com
os filamentos intermediarios e microtubulos desSlal@, se associando também a
mitocondria e ao reticulo endoplasmatico. A esiddile dessa interacdo esta
relacionada a presenca de proteinas liberadas pedosilos densos. Esta interacéo
estavel serve para aquisicdo e passagem de negridatcitoplasma para o lumen do
vacuolo parasitoforo. A membrana que delimita dieéxtem 70% da sua composicao
oriunda de componentes da membrana celular do tespesendo o restante formado
por proteinas secretadas pelo parasito (Mufiz-hHiele# et al. 2011). Esta estrutura
gera um ambiente adequado para a multiplicacdocadasipo, impedindo a fusédo com
lisossomas e acidificagdo do vacuolo.

Um dos principais mecanismos de defesa empregddocpkila hospedeira é a
morte celular programada (apoptose) em respositafeéxs;6es e danos. No entanto, o
parasito inibe a maquinaria de sinalizacdo inttdaelinterferindo em moléculas
sinalizadoras de apoptose. Desta forfha,gondii utiliza como fonte continua os
nutrientes da célula hospedeira e sobrevive agsi@ada resposta imune (Nelson et al
2008).

Como todo esporozoarid,. gondiiapresenta um ciclo biologico com uma fase
sexuada e outra assexuada. A fase sexuada ocemasapm felinos, enquanto que a
fase assexuada pode ocorrer em mamiferos e ave$asdaassexuada, o parasito
permuta entre duas diferentes formas de desenvemton bradizoito e taquizoito

(Kurokama et al. 2011). Os taquizoitos se mutigph rapidamente por meio de



endodiogenia/endopoligenia. Por esses processasasiio multiplica suas organelas de
forma que duas ou, como ocorre comumente, dezema®ldlas filhas emergem da
célula mae — sendo que cada célula mae dara oagiumas células filhas e estas darao
origem a duas células netas e assim sucessivani@m@manescente da célula mae &
denominado corpo residual. Em uma subsequente piicddo dentro do mesmo
vacuolo, os taquizoitos se organizam em torno desgmo residual formando uma
roseta. A auséncia desse corpo residual afetaaaiaegdo intravacuolar dos taquizoitos
bem como a sua exteriorizacdo (Muiiz-Hernandek 804a1).

O taquizoito, apés evadir a célula hospedeirajsseihina através do sangue ou
linfa pelo organismo, sendo responsavel pela id@afe outras células. Em animais
saudaveis, a infeccdo aguda é controlada pelonsstenune, onde a resposta
imunologica mediada por célula dependente de aiéscdo tipo Thl, como interferon
gama (IFNy), elimina muitos taquizoitos. Entretanto, em afglotais, em sua maioria
no sistema nervoso central e musculo (incluinderagio), os taquizoitos invadem as
células e se convertem a bradizoito (forma de piigiticdo lenta), estabelecendo a
infeccdo cronica da toxoplasmose. Os bradizoitsisleésn em cistos que estdo alojados
na célula hospedeira e persistem por um longo teerpoum estado de relativa
dorméncia. A reativacdo, ou seja, a ruptura do @ein liberacdo dos bradizoitos que
se convertem em taquizoitos, pode ocorrer em ithddd imunocomprometidos e
dependem dos niveis de IFRNe Oxido nitrico, principalmente (Skariah et al1@p Se
nao controlados pelo sistema imune, os taquizo@tamente virulentos, causam a
toxoplasmose generalizada, geralmdatal (Frenkel 1988).

Como descrito anteriormente, oscistos sdo formados durante a fase sexuada,
gque ocorre apenas no intestino de membros da &afélidae. Nessa fase, apés uma
série de esquizogonias, acontece a diferenciacgardetas, fecundacao e formacao de
oocistos. Os felideos eliminam em suas fezes @acistaturos (ndo esporulados), que
encontrando condi¢cdes ambientais favoraveis aodssenvolvimento (temperatura,
umidade e oxigenacao) se tornam infectantes apo4 #ias. Os oocistos esporulados
infectantes contém dois esporocistos, cada um coatray esporozoitos. Como séo
formas ambientais resistentes, 0s oocistos podemapecer por meses ou anos no
ambiente e contaminam a agua ou vegetais, infeztamebs hospedeiros definitivos ou
intermediarios (Dubey 1998).

As células do epitélio intestinal sdo provavelmeggrimeiras células infectadas

por T. gondii.As quimiocinas liberadas por essas células realizanpapel critico na
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iniciacdo e na modulacdo da resposta imune a v@aitdgenos (Pérez et al. 2001) e sao
responsaveis pela quimioatracdo dos neutrofilolylast dendriticas, macrofagos e
linfécitos (Mackay 2001).

1.5. Toxoplasmose em portadores de HIV

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), disseddmam todo o mundo, € o
agente responsavel pela sindrome da imunodefiaiéiuirida (AIDS). A elevada
variabilidade gendmica do HIV apresenta importamgsdicacdes para o diagnostico,
tratamento e prevencao, bem como nas investigagidemiologicas (Requejo 2006).
O Brasil € um dos mais afetados paises da Améartiad_pelo HIV, com mais de 600
mil pessoas vivendo com esta infec¢do (Ministéa®dude 2005).

Como descrito anteriormente, a infec¢cdo poxoplasma gondiem individuos
imunocompetentes € geralmente subclinica ou estéaciada com sintomas nao
especificos. Entretanto, a infeccdo em pacientemacomprometidos, como aqueles
infectados pelo HIV, pode resultar em encefaliseefatal. A encefalite toxoplasmica
tem se tornado umas das mais frequentes infecgd@dunistas que complicam o
quadro de pessoas infectadas por HIV, e é a caasacomum de lesdo cerebral, coma
e morte (Osunkalu et al. 2011). No entanto, emegaiem desenvolvimento, a
introducao da terapia antiretroviral tem reduzidmstderavelmente a incidéncia da
toxoplasmose cerebral em pacientes com HIV (D’Armnét al. 2004).

Em todo o mundo, estimativas na década de 90 mastrgueT. gondiicausa
encefalite grave em mais de 40% dos pacientes d@8,A destes pacientes 10 a 30%
morrem devido as complicacdes da doenca (Luft eifgon, 1992). Lanjewar e
colaboradores (1998) diagnosticaram encefalite agui Toxoplasmaem 10 (20,4%)
dos 49 pacientes autopsiados, concluindo que odgramimero de casos de
toxoplasmose cerebral em pacientes com AIDS mastnacessidade da inclusédo da
doenca nos diagnoésticos diferenciais. No sul dsiBr@0% dos pacientes com HIV
apresentaram sorologia positiva para toxoplasnesdestes 4,8% e 1,6% apresentaram
toxoplasmose cerebral e ocular, respectivamentei¢kaet al. 2013). A literatura
mostra que o risco de reativacao da infeccdo ssticedo ao baixo numero de células
TCD4" (Gomides et al. 2002), cujo valor de referéncia pan individuo adulto normal
é de 508 — 2480 mihfPardini 2002). Pacientes com neurotoxoplasmosestido de
Pelotas, RS, apresentaram 116 células TG (Xavier et al. 2013) e graus mais

severos de imunodepressao foram observados nond&, os pacientes apresentaram
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um valor equivalente a 66,4 células/fiBm revisdo recente realizada por Ahmadpour
e colaboradores (2014) foi observado que mais dadeele pacientes imunodeficientes

no Ird estdo sob o risco de reativagdo de toxomssne desenvolvimento de uma

doenca grave naquele pais.

Embora para o diagndstico definitivo da toxoplasencarebral seja necessaria a
demonstracdo do parasito na bidpsia do cérebroectopsia, na pratica clinica, o
tratamento € iniciado a partir de um diagndsticespntivo, o qual é baseado nas
caracteristicas clinicas e radiologicas. Na ultikégada um avanco significativo no
diagndstico tem sido realizado com o uso da téaecBCR, que tem se mostrado uma
ferramenta valiosa no diagnostico de toxoplasmoseebcal. Para a andlise sdo
utilizadas principalmente duas sequéncias-alvo al@gito devido a sensibilidade e
especificidade. Uma é a sequencia de 529pb, aegtepresente em 200-300 copias no
genoma dd. gondii.A outra é o gene B1, que tem 35 coOpias no genogneoaservado
em diferentes linhagens do parasito (Homam etQfl0R Nos ultimos anos, a PCR e
outros métodos tém sido usados juntos para det€ctgondiiem liqguido amniético,

humor aquoso, liquido cerebroespinal e sangue [(¥ida. 2004).

1.6. Toxoplasmose Congénita

As mulheres gravidas que adquirem a infeccdo Pporgondii permanecem
geralmente assintomaticas, embora possam aindartitana infeccdo a seus fetos com
consequénciagraves (Kravetz e Federman 2005).

O parasito atinge o concepto por via transplacentausando danos de diferentes
graus de gravidade, o qual dependera da virul&lecieepa do parasito, da capacidade
da resposta imune da méae e da idade gestaciongliem mulher se encontra. Durante
o0 primeiro trimestre da gestacdo, a infeccdo pedarla morte fetal. No segundo
trimestre, pode ocasionar a chamada tétrade den,Sebhi que o feto apresenta
retinocoroidite, calcificacdes cerebrais, retardental ou perturbacées neurologicas e
hidrocefalia, com macro ou microcefalia. Se a g#stadquire a infeccdo no terceiro
trimestre de gestacao, a crianca pode nascer nownagdresentar evidéncias da doenca
alguns dias, semanas ou meses apos o parto (Salza@L0).

Um estudo realizado durante 15 anos em Chicagorouogtie um ou mais sinais
clinicos graves ocorreram em 84% dos recém-nascid®sinais clinicos observados
foram lesdo ocular (92,2%), calcificacOes cereli#d6%) e hidrocefalia (67,7%), com

61,1% dessas criancas apresentando esses tréaasném seu quadro clinico. Porém
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esses resultados contrastam com aqueles na Eunog@,raramente a toxoplasmose
congénita causa sinais clinicos graves nos recégidus (Olariu et al. 2011). Na
Franca, a incidéncia anual estimada da infeccadaagon mulheres durante a gravidez é
de 6-7/1000 e de toxoplasmose congénita € de apaoeimente 0,1% dos nascimentos
(Perkins 1973). Dos infantes com infeccdo congéttitd mostram cicatriz coriorretinal
(Sterkers et al. 2009).

No Brasil, a infeccao congénita varia de 5 a 28eet®.000 nascimentos (Dubey
et al. 2012). Em Goiania se encontra o maior nurdermulheres em idade reprodutiva
(65,8%) com sorologia positiva para a toxoplasnm@selino et al. 2004), além disso,
as mulheres apresentam uma das maiores taxasot®segrsdo do mundo (Avelino et
al. 2003). Em Porto Alegre, nos trés estudos emvmlu grandes populacdes de
mulheres gravidas foram detectadas prevaléncigsndgar entre 54,3% e 61,1% (Neves
et al.1994; Varella et al. 2003; Reis et al. 20@8)tre 2003 e 2004 foi realizado em
Belo Horizonte um estudo de triagem pdés natal gemtificou 20 (entre 31.000)
criangcas com toxoplasmose congénita resultandoneanpnoporcado de 1 recém-nascido
infectado para 1.590 nascidos vivos (Queiroz eP@D6). Posteriormente este estudo
foi ampliado para todo o estado de Minas Geraisdseobservado um bebé com
toxoplasmose congénita para cada 770 nascidos (Maseoncelos-Santos et al. 2009).
Em Natal, Barbosa e colaboradores (2009), mostragam 66,3% das mulheres
gravidas analisadas apresentaram sorologia pogiawva a infeccdo pof. gondii,
indicando também uma alta porcentagem (33,1%) déheras que se encontra
suscetivel a primoinfeccdo, podendo transmitinr@ptasmose ao seu feto (Barbosa et
al. 2009).

A prevencao da toxoplasmose congénita e das sgaelas pode ser feita por
meio de uma ou de combinacdes das seguintes g&mtéducacio das gestantes néo
imunes ou suscetiveis sobre comportamentos preesntratamento das gestantes com
infeccdo aguda, tratamento dos fetos infectadosa@ntento precoce dos recém-
nascidos, mesmo que assintomaticos (Reis et ab)2@ diagnostico precoce, assim
como o tratamento antiparasitario adequado da te&e,demonstrado ser capaz de
reduzir a taxa de transmissao para o feto e, peguéncia, o niumero de sequelas nos
casos em que a infeccdo intrauterina ja ocorremipedo que os cuidados do recém-
nascido sejam otimizados a fim de melhorar o prstio® dessas criangcas (Couto e
Leite 2004).
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Desde que a Austria e a Franca estabeleceramgartrigré-natal, a prevaléncia
da toxoplasmose caiu de 50% para 35% e de 84%4@déba respectivamente. Outros
paises, como o Reino Unido, adotam préticas edasapiara reduzir o risco de infec¢ao
em gestantes soronegativas. No Brasil, a triageénatal é realizada de forma
sistematica, pelos SUS, nos estados do Mato GrdgsSul e Minas Gerais e nas
cidades de Curitiba e Porto Alegre (Lopes-MorileP@11).

E imprescindivel que cada pais ou cada regido temhaprdpria informac&o
epidemioldgica para o estabelecimento de prograteasontrole, particularmente para
as gestantes, pois a incidéncia e a prevalénctaxagplasmose variam de regido para
regido dentro do préprio pais. Essa variagdo eslacionada com os habitos
alimentares, contato com a terra, presenca de,gat@dizacdo das moradias e outros
fatores de menor risco ou fatores determinantesn @®dados epidemiologicos, pode-
se avaliar o custo-beneficio das medidas, incluindogastos sanitarios diretos e
indiretos, frente as infecgdes fetais e neonataiadas. Recentemente, o Ministério da
Salde aprovou a portaria 2.472, de 31 de agosk0tle, que estabelece a Lista de
Notificacdo Compulséria em Unidades Sentinelas (BINGncluindo a Notificacdo da
toxoplasmose aguda gestacional e congénita, quritpéravaliar os programas de
controle existentes e fornecerd dados para a itgga@an de um programa em nivel
nacional (Lopes-Mori et al. 2011).

1.7. Diagnéstico e tratamento

O primeiro teste disponivel para detectar anticoggpecificos anfi- gondiifoi
a reacao de Sabin-Feldmatyé test Mais de cinquentanos depois da sua descri¢cao,
ainda € considerado um teste de referéncia cons #&tteas de sensibilidade e
especificidade. Entretanto, a sua utilizacdo tetio sestrita pelo uso obrigatério de
parasitos vivos 0 quieaz graves problemas de biosseguranca (Reitem@wi®99).

A revisdo de Bonfioli e Oréfice (2005) sobre toxagphose destaca que a infecgéo
adquirida recente se caracteriza pelo aumento tieogos IgG antif. gondij baixa
avidez de IgG, além do aumento dos anticorpos ligid, e IgE especificos para.
gondii. Desta forma, o diagnodstico da infeccdo pogondiibaseia-se frequentemente
nos resultados sorolégicos.

A descoberta de que os anticorpos especificos aamesua afinidade a um

antigeno ao longo do tempo (Brown et al. 1984) parnsua aplicacdo clinica no

12



diagndstico de inumeras doencas infecciosas (Hedetaal. 1993), inclusive na
toxoplasmose, onde se tornou uma ferramenta coreplampara estimar o tempo de
infecgéo. A aplicagdo mais frequente da avidezagddsorpos tem sido na identificacao
de infeccOes recentes e cronicas, e esta ferrarteantae mostrado bastante relevante
em gestantes assintomaticas, pois o tratamentomdem® tempo de infecca@rsuso
tempo da concepcao (Liesenfeld et al. 2001). Penar @ indice de avidez (Alavidity
inde®, a técnica requer um agente dissociante de lggaf@cas entre antigenos e
anticorpo, como a ureia, e por ser de facil apfioagnuitos laboratorios tem
desenvolvido seus proprios protocolos lfousg, o que gera variacdes nos valores do
Al. Alguns autores descrevem que valores de Al igyjwa superiores a 50% sao
indicadores de infeccdo cronica enquanto que \@lafeaixo s&o indicadores de
infeccdo recente (Holliman et al. 1994; Robert-Geny et al. 1998; Mechain et al.
2000; Colombo et al. 2005; Montoya 2002; Mattoalef011).

A detecc¢do de anticorpos IgM aiiti-gondii também é utilizada com o0 objetivo
de determinar o tempo de infeccdo. Um resultado mgigativo com um IgG positivo
indica geralmente uma infeccdo de pelo menos segesn Entretanto, os resultados
IgM positivos paral. gondiindo sao facilmente interpretados pois ha a pénsist de
anticorpos IgM até 18 meses apoés a infeccdo, akmcdrrer reagbes falso-positivas
em testes comerciais (Wilson et al. 1997).

A pesquisa de IgM tém sido usada para o diagnosiicinfeccdo aguda. Esse
anticorpo ndo atravessa a placenta e, por issadquancontrado no sangue de
neonatos, é de origem fetal. Trata-se de um testqual os resultados tém que ser
analisados com cautela, porque os titulos podesisgierpor anos e a confiabilidade
dos testes existentes varia consideravelmente. €sdos utilizados para deteccéo de
IgM séo IFI, ELISA e ISAGA. Os anticorpos IgM sungena segunda semana apos a
primo-infeccao, atingindo niveis maximos no fimgloneiro més, e desaparecem em 6
a 12 meses. Conclui-se, portanto, que apos o desapanto dos anticorpos IgM, o
individuo encontra-se na fase crénica ou latenténfdecéo porT. gondij visto que
apenas os anticorpos IgG estardo presentes nessaJta a persisténcia de IgM na
auséncia de IgA indica imunidade estabilizada (Ceédt al. 2010).

O diagnéstico laboratorial também pode ser utitizad caso da toxoplasmose
ocular, onde a producao local de anticorpos tem sda com sucesso no diagnostico.
O coeficiente de Goldman-Witmer demonstra a prooluigiaocular de anticorpos anti

- T. gondii constituindo uma prova indireta da presenca dasta dentro do olho. A
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deteccdo do DNA do parasito por intermédio da técuie PCR no humor aquoso e
corpo vitreo tem demonstrado bons resultados padéagnostico de toxoplasmose

ocular (Montoya e Liesenfeld 2004). No caso dosegmées imunocomprometidos, o

diagndstico presuntivo pode ser confirmaeda deteccdo do DNA do parasito por meio
de PCR, isolamento do parasito e histologia (Ceédical. 2010).

A infeccdo n&o tem cura devido a habilidade do gi@rade se diferenciar do
estagio replicativo (taquizoito) para o estagien& (bradizoito), onde este ultimo nédo
consegue ser destruido pela imunidade e nem petgasdde referéncia usadas na
rotina (Olguin-Lamas et al. 2011). O tratamentotal@plasmose consiste no uso de
pirimetamina, sulfadiazina e acido folinico. Quardointensa reacdo inflamatoéria na
infec¢@o ocular, indica-se o0 uso de corticostesdnda sistémica (Ronday 1998m
Goiania, o tratamento de mulheres gravidas apesrasespiramicina apresentou uma
reducdo da possibilidade de transmissaad .dgondiipara o feto, indicando que a falta
de tratamento apropriado se mostrava associadanaafoeuro-Optica da infeccéo
congénita. A ocorréncia de formas graves em muhaggividas demonstra a
necessidade de expandir o programa profilatico giona todas as gravidas,

independentemente do seu estado imunologico congandii(Avelino et al. 2014).

14



2. JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose é uma doenca descrita em todo o onerapresenta seu maior
impacto em individuos imunocomprometidos e naqueles infeccdo congénita.
Embora as medidas profilaticas simples possam ieduransmissaoJoxoplasma
gondii apresenta alta soroprevaléncia especialmente naidsngo Sul (Furtado et al.
2011). Em virtude da grande importancia degondii como um agente causador de
zoonose, as organizacdes de saude publica, tas addnganizacdo Mundial de Saude,
recomendam o levantamento preciso de dados epitbgicios deste parasito. Tais
dados sdo essenciais para explicar a importaniatveedas varias fontes de infeccao
para os seres humanos, controlar a doenca, e impedducdo na qualidade de vida
causada por este protozodrio. Entretanto, poucésegpanonitoram regularmente a
toxoplasmose nos seres humanos e em animais (Tetrder2000). O reconhecimento
da origem da infeccéo e o diagndéstico da doeng@nsisa pos-natal sdo essenciais para
o entendimento dos mecanismos bésicos da infepgamjpalmente para a protecao
dos pacientes de risco, para o planejamento dergmag de prevencdo e para
orientacdo quanto as consequéncias terapéuticasl{friessen e Rothova 1999).

Estudos relacionados a soroprevaléncia e epidegiolda toxoplasmose nos
estados do Nordeste sdo poucos. Nenhum traballte sestido foi encontrado na
literatura no que concerne a regido do Trairi nadesdo Rio Grande do Norte. Esta
regido abrange 11 municipios e dentre eles a cidad8anta Cruz. Esta cidade se
mostra carente em informacdes relacionadas a pmeside uma forma geral, e isto
parece explicar o fato de que os maiores indicesndebidade hospitalar nesse
municipio sejam atribuidos as infec¢Bes parasgtarfssim, este estudo pretende
contribuir com a saude publica deste municipio vésade uma abordagem
soroepidemiologica buscando identificar os fat@&sociados a infeccdo pbr gondi
nessa regiao.

Em estudos epidemiol6gicos, animais podem seratitis como bioindicadores
para investigar a contaminacdo ambiental com aixistdes e galinhas sdo o6timas
sentinelas, indicando por meio da soroprevaléncstliBcdo em que se encontra o
ambiente. Além disso, estes animais podem estaohados no mecanismo de
transmissao deste protozoario, seja pelo consumoad® contendo cistos ou pelo
carreamento deste parasito em seu pélo (FrenkakerPL996; Lindsay et al. 1997).
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Esses animais, naturalmente infectados, em esecgdlinhas e gatos, também
sdo utilizados para tentativa de isolamento em ngmes para identificacdo dos
gendtipos deste parasito. A América do Sul e Afti&am uma maior variedade de
genotipos deT. gondiido que a América do Norte e Europa (Mercier et2all0),
sugerindo que esta variabilidade genética posstilmain para a maior prevaléncia de
toxoplasmose ocular (Khan et al. 2006), uma vezrguAmérica do Sul, a prevaléncia
de doenca ocular parece ser mais alta do que erfasnoutras partes do mundo
(Furtado et al. 2011).

A maioria dos individuos imunocompetentes permarassintomatico ao longo
da vida, porém tanto aqueles imunocompetentes commossuprimidos podem
desenvolver a doenca, especialmente retinocoroiflieean do gendtipo do parasito, a
suscetibilidade ao desenvolvimento da lesédo o¢atabém mostra associacdo com o
polimorfismo de genes envolvidos na resposta imagich (Albuquerque et al. 2009).
Portanto, a pesquisa por fatores que levam a pesigo ao desenvolvimento da
doenca € importante, uma vez que a lesdo provgedagarasito € irreversivel. Assim,
a abordagem imunogenética e andlise de citocinalizada nesse estudo poderéo
contribuir com outros trabalhos que vem relaciowaas elementos imunoldgicos ao

desenvolvimento da retinocoroidite toxoplasmica.
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CAPITULO 1

SOROPREVALENCIA DA INFECCAO POR Toxoplasma gondiNA
POPULACAO DO MUNICIPIO DE SANTA CRUZ — RN.



3.1. INTRODUCAO
3.1.1. Soroepidemiologia da toxoplasmose humana

A toxoplasmose é uma das doencas parasitariasamaisns em todo o mundo.
As estimativas de soroprevaléncia para populacéeshas variam extremamente entre
diferentes paises, entre diferentes areas geampafie um pais, e entre diferentes
grupos étnicos que vivem na mesma area. Em 19%&oaucao do teste com corante
azul de metileno por Sabin e Feldman permitiu estuepidemiol6gicos em seres
humanos revelando a presenca de anticorposipagandiiem 0 a 100% dos individuos
em varias populacées humanas adultas (Zuber ei@act@Ob).

A analise soroldgica ja foi realizada em muitosseaisendo observada alta
prevaléncia de toxoplasmose na América Latina,epdat Europa central e oriental,
Oriente Médio e partes do sudeste da Asia e Afffeas et al. 2009). No passado, a
soroprevaléncia na Franca foi considerada como desamais altas com até 90% de
individuos infectados, enquanto nos EUA essa sevapgncia era de 15% (Frenkel
1991). Em 1990, a soroprevaléncia em paises dgp&@entral como Austria, Bélgica,
Alemanha, e Suica, foi estimada variar entre 3B% Bas mulheres em idade fértil.
Dados semelhantes foram observados em populacb€sodaia, Polonia, Eslovénia,
Austrélia e Africa do Norte. A soroprevaléncia p&paoplasmose se mostrou mais
elevada em paises latino-americanos, incluindo mWge, Brasil, Cuba, Jamaica,
Venezuela (51-72%), e em paises da Africa Ocid¢btall 7%) (Tenter et al. 2000).

Analisando a presenca de anticorpos gargondiina populacédo brasileira sem
distincdo de sexo e idade foi observada na regideste uma prevaléncia de 36% em
Minas Gerais (Maia et al. 2012), 78,7% no Rio deeita (Coutinho et al. 1981) e 73%
em S&o Paulo (Gomes et al. 1975). Na regido suladss para a soroprevaléncia foram
de 41,9% em Santa Catarina, 79,1% no Parana (&ilab 2012) e 82% no Rio Grande
do Sul (Melamed et al. 1981). No Centro-Oeste ameraléncia foi de 80,4% no Mato
Grosso (Amendoeira et al. 2003), 79,4% no Mato &rak Sul (Marques 2008) e 60%
em Goias (Rodrigues, 2007). Na regido norte a pFeuem observada foi de 54% em
Roraima (Ferraroni et al, 1980), 65,8% no Acre K&eax et al. 2009) e 78% no Para
(Bichara et al. 2012). Em populacdes indigenas ilbias foi detectada a
soroprevaléncia de 57,3% para Tiriyd do estadoatd,P73,5% na Amazodnia (Bdia et
al. 2008), 78,8% para Enawené-Nawé do Mato Grossh®6 para Waiapi do Amapa
(Sobral et al. 2005).

18



Nos estados do nordeste, existem poucos trabali@setpcionam a prevaléncia
da toxoplasmose sem distinguir o sexo e a idadecithede de S&o Luis — MA um
estudo do tipo transversal foi realizado em um iaispniversitario e a soroprevaléncia
encontrada foi de 66,38% (Costa et al. 2010). Emif®e- PE, a analise soroldgica
realizada em doadores de sangue mostrou uma preialénaior, com 75% dos
voluntarios apresentando anticorpos péragondii (Coelho et al. 2003). Na Grande
Jodo Pessoa — PB, embora a andlise sorologica sihhaealizada em usuarios do
LACEN/PB (Laboratorio Central da Secretaria de ®auth Estado da Paraiba),
encontrou-se 87,4% das pessoas soropositivas jpaecgao (Junior e Monteiro 2010).

As fontes de infecgéo pdr. gondiisdo mdultiplas e a prevaléncia da toxoplasmose
varia de acordo com as regides, o que reforca artdnia da identificacdo de fatores

epidemioldgicos regionais.

3.1.2. Fatores de risco de transmissao de toxoplasse

Dado a natureza assintomatica da maioria das ibdsccse torna tecnicamente
dificil determinar a fonte original da infeccdo. #xoplasmose € uma doenca
transmitida principalmente pelo consumo de carna ou mal passada contendo cistos
e pela ingestdo de vegetais ou agua contendo o®@sporulados de. gondii(Tenter
et al. 2000). E importante notar que os estudateeqiblégicos recentes ndo mostram a
posse do gato como um fator de risco consistemtegafeccdo pof. gondii O risco
de infeccdo ndo esta relacionado a possuir um gae,sim a exposicado as fezes do
gato contendo oocistos. Quando os gatos se infecmmT. gondij geralmente,
liberam oocistos por algumas semanas durante daa®s gatos de estimacdo que néo
cacam e ndo sdo alimentados com carne crua sa@psusceptiveis a infeccdo e
consequentemente geram pouco risco (Jones et &3).2A transmissdo de
toxoplasmose através do toque em um gato € coadaleninima ou inexistente (Dubey
1994). Por outro lado, a ingestdo de oocistos dgla € comum. Em 2001 (no periodo
de novembro de 2001 a janeiro de 2002) teve inicicurto de toxoplasmose em Santa
Isabel do Ivai, no Parana, onde 294 moradores exgegam sorologia sugestiva de
infeccdo aguda poil. gondii e 155 apresentaram sintomas compativeis com a
toxoplasmose aguda. A fonte de infeccdo para estezmario foi a agua de consumo
da cidade que se encontrava contaminada com a®¢idéoMoura et al. 2006).

Em animais de fazenda, a infeccdo porgondiindo resulta somente na perda
reprodutiva e econémica, mas também tem implicapées a saude publica, uma vez
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gue o consumo de carne ou leite contaminado pede #éetransmissao da toxoplasmose
(Jittapalapong et al. 2005). No Brasil, milhdesaemais de producdo sédo abatidos
anualmente para o consumo humano. Inquéritos gcok indicaram que até 90% dos
animais domesticos e selvagens no Brasil apresantanticorpos par@. gondii e foi
possivel isolar o parasito viavel a partir de uraaedade desses animais (Dubey et al.
2012). Entre rebanhos animais, as cabras e ovethasostram mais contaminadas do
gue o gado (Dubey e Beattie 1988). Em Lages, muinidio Rio Grande do Norte, uma
das principais atividades econbmicas € a pecudimaoe 29,41% do rebanho se
mostraram contaminados p@r gondii (Clementino et al. 2007Mais recentemente,
Andrade e colaboradores (2013) observaram quevalpreia de toxoplasmose ovina
no Rio Grande do Norte foi de 22,1%, sendo 26,3%%,8% de animais positivos nas
regides Leste Potiguar (clima uUmido) e Central dati (clima semiarido),
respectivamente.

A toxoplasmose € um grande desafio para a indidgriporcos e seu consumo €
uma fonte de infeccdo importante. Na Europa e EldAcarne suina tem sido
considerada a maior fonte de infeccdo Pporgondiiem humanos (Dubey 1994). No
Brasil, a maior prevaléncia encontrada em porcosrfoMinas Gerais, onde 90,4% dos
suinos analisados apresentaram sorologia posairsagtoxoplasmose (Guimaraes et al
1992). Em Sao Paulo a prevaléncia encontrada nessesis foi de 9,6% (Suaréz-
Aranda, 2000). Nos estados do nordeste foram emcta# prevaléncias variando de
18,2% na Bahia (Bezerra et al. 2009) a 59,4% no&3J&o Amaral et al. 1978).

A ocorréncia de toxoplasmose no gado também é wafidgoara a indastria de
carne bovinaA soroprevaléncia da infeccdo pdoxoplasma gondiem bovinos no
Brasil varia de 1,03 a 71,0%. A importancia dagmaissao do gado para o homem esta
relacionada principalmente ao consumo de carnepasdada, uma vez que cistos se
mostram viaveis nestes animais até a idade do ébabey 1983; Cook et al. 2000).

Um novo fator de risco para infeccdo pbr gondii € a ingestdo de ostras,
moluscos ou mexilhdes crus. Esses animais s&adfites e concentram oocistosTde
gondiicomo demonstrado em condi¢cOes experimentais (Lyneisal. 2004). As lontras
marinhas na Califérnia foram encontradas infectgas. gondii,e a provavel fonte
sdo os moluscos contaminados. A agua do mar ddo@é&i provavelmente é
contaminada por oocistos originados de fezes desggtie sobrevivem ao tratamento
da agua de esgoto, e chegam a costa maritima attagésistemas de rio (Conrad et al.
2005).
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3.2. OBJETIVOS

» Estimar a prevaléncia da infeccdo gorgondiina populacdo do municipio de
Santa Cruz-RN.
* Investigar os fatores associados a infeccaoTpagondii incluindo os fatores

individuais, comportamentais e socioecondémicosamuliacéo estudada.
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3.3.MATERIAL E METODOS
3.3.1. Area de Estudo

Este estudo, do tipmansversal, de base populacic, foi conduzido no municipi
de Santa Cruz localizado a 111 ke Natal, capital dostado do Rio Grande do Nor
Esteestado, situado na regidordeste do Basil, apresenta uma extensao territoria
52.811,126 Ky 0 que refesenta 3,41% de area da regiiodeste e cerca de 2%
do territério nacional (IBG 2010). A temperatura média anual dta€lo € em torno ¢
25,5°C, com méaxima de 31°C e minima de 21,9C, sendo sua pluviometria basta
irregular. No estado prediina o clima ser-arido (IDEMA 2007), e de acordo com
IBGE (2007) se mostra dividido em quatro mesorregjideograficas: Agreste Potigu
Leste Potiguar, Central Potiguar e Oeste Par (Figura 3).

CENTRAL
PoOTIGUAR

OQESTE
PoTIGUAR

AGRESTE
PoTiGUuAR

Figura 3. Mapa do Rio Grande do Norte dividido em mesorrex Fonte:
www.google.com.t

O municipio de Santa Cruz (Figura 4) esta situaml@greste potiguar, em un
regido denominada Trairi. Apresenta uma céterritorial de 624,356 kmz2, e ur
popubkcdo de 38.538 habitantes (IB 2014). A cidade de Santa Cruz ficou conhe:
nacionalmente ap6s a construcdo de um monumeni® aeetros em homenagen
padroeira Santa Rita de Cassia. A estatua é coadal@ maic imagem catélica d
mundo, e tem atraido fiéis e curiosos de todo siBrae firmando como um d
principais destinos turisticos religiosos do pailem disso, em 2008, foi implante
nesse municipio a Faculdade de Ciéncias da Saudeaild (FACISA/UFRN). Esta
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faculdade foi resultado de um grande programa éstmguracdo e expansdo das
instituicbes de ensino superior (REUNI). O laboriatda FACISA/UFRN deu suporte
para a realizagao dos experimentos iniciais degsd@

A cidade se organiza em oito bairros, os quaisag@iopados em areas de acordo
com as Unidades Basicas de Saude (UBS) em queaesi@bdons. Assim, este municipio
apresenta cinco areas (Figura 5), sendo elas: €Cémiie abrange os moradores do
bairro Centro), Paraiso (que abrange os moradardsainro Paraiso), Maracuja (que
abrange os moradores dos bairros Maracuja e AlBis&erra), DNER (que abrange os
moradores dos bairros DNER, Barro Vermelho e Midrezkeira Maia) e Conego Monte

(que abrange os moradores do bairro Cénego Monte).

Figura 4. Mapa do Rio Grande do Norte com 0 municipio de&@muz destacado em
vermelho.(Disponivel em:http:/pt.wikipedia.org/wiki/Santaru2 (Rio_Grande_do_Norte))
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LEGENDA

Figura 5. Mapa do municipio de Santa Cruz - RN mostrandisjgodicdo das cinco areas. (Mapa

elaborado pelo agente de combate as endemiasabli€elps em 2015).

CONJUNTO CONEGO MONTE

CENTRO
PARAISOIED
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3.3.2. Calculo da amostra e processo amostral

Para se estabelecer o nUmero minimo amostralifiadio o programa OpenEpi
versao 3.03a. Para o calculo considerou-se a @msial média da toxoplasmose de
60% (revisto por Dubey et al. 2012), tamanho daufagdio de 38.538 habitantes (IBGE
2014), intervalo de confianca de 95% e erro de G%gesultado mostrou que o tamanho
minimo da amostra necessaria para esse estudded damilias.

Com o auxilio dos agentes comunitarios de saudefdizado um levantamento
sobre a distribuicdo da populacdo no municipio. @ase na informacédo do numero de
familias por area, o processo para amostragem eagode forma proporcional, no
periodo de 2013 a 2014. Para cada rua de cada f@iircalculada a porcentagem de
casas/familias que seriam amostradas, seguindoedinoento semelhante aquele
realizado pelo IBGE. Dependendo do tamanho da quadrcasas/familias escolhidas
apresentavam um intervalo de, aproximadamentd,5bcasas de distancia entre elas.

As familias foram escolhidas aleatoriamente, poo®edecendo aos critérios de
inclusdo, onde o voluntario deve ter idade iguasoperior a 13 anos e ser morador de
Santa Cruz, sendo excluidos os voluntarios comeidaférior a 13 anos e também
aqueles que ndo sdo moradores de Santa Cruz. & m&idma estabelecida neste
estudo esta relacionada a faixa etaria reprodutiga qual jA pode ocorrer a
toxoplasmose congénita. Os participantes foramaesttos sobre os objetivos do
estudo, a importancia de sua colaboracéo, os missieneficios e os riscos. Aqueles
que aceitaram participar assinaram @iermo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexos A e B) de acordo com a resolugéo n° 466dl2onselho nacional de satde do
Ministério de Saude — Brasilia — DF, e respondesiaim questionario epidemioldgico.
Aqueles que ndo aceitaram participar foram contaloibs por meio do termo de recusa
(Anexo C). Todo o procedimento foi aprovado pelonité de ética da UFRN (n°
parecer 244.560 - Anexo D). O resultado do exameripresso e entregue a todos os

voluntarios por meio dos agentes comunitérios ddesde cada area.

3.3.3. Coleta de dados

As informacdes foram coletadas por meio de enti@sjisutilizando-se um
questionario desenhado para o estudo (Anexo E)téewesta foi realizada por uma
equipe previamente treinada e a partir do questmfdram obtidos dados sobre:

- Variaveis individuais: demograficas (sexo, idadegscolaridade),
socioecondmicas (renda familiar e ocupacédo) e cdapentais (manipulagcéo
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inadequada do solo, ingestdo de saladas cruag tahpassada, agua nao tratada e
leite cru).

- Caracteristicas da residéncia (piso da casageidtal, presenca de caixa d"agua
e de animais no domicilio e peridomicilio).

Foram ainda incluidas questbes sobre transplangesérdéos, transfusao

sanguinea, ocorréncia de aborto e conhecimente safwenca.

3.3.4. Coleta da amostra de sangue

O sangue (4mL) foi coletado por puncdo da veiaf¢réra, usando tubos tipo
vacutaine? sem anticoagulante. Apés a coleta, os tubos folewados para o
Laboratério Multidisciplinar localizado na FACISARRN, onde foram centrifugados
para a obtenc&o do soro. O soro foi aliquotaderaaenado em microtubos a %@0até

a realizacado do ensaio imunoenzimatico para IgGTamgfondii

3.3.5. Andlise soroldgica

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizado noabbratorio de
Toxoplasmose localizado no Instituto de Ciénciasl@jicas (ICB) da Universidade
Federal de Minas Gerais. Os soros foram testadasgéatdo ELISA para a deteccédo de
anticorpos IgG (Buery et al. 2014). Para avaliaeprodutibilidade do ELISA-IgG,
amostras de aproximadamente 10% dos soros estudémam selecionadas
aleatoriamente e processadas em duplicata.

3.3.5.1. Preparo de antigeno sollvel total de TidijdSTAQ)

O antigeno utilizado para sensibilizar a placa diegtireno de 96 pocos foi
preparado no laboratério de Toxoplasmose do Instile Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-UFMG)ussdp 0 protocolo descrito por
Buery e colaboradores (2014). O antigeno foi aditpiia partir de taquizoitos de
gondii (cepa RH), os quais foram obtidos por lavagem dadade peritoneal de
camundongos previamente infectados. Para essaelavég utilizada uma solucdo
salina tamponada com fosfato (PB8) 7,2, e o material resultante da lavagem foi
centrifugado durante 20 segundos a 800g para elgdmmde células contaminantes do
camundongo. O sobrenadante foi coletado e cenddiugpor 10 minutos a 1400g. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado eetlet contendo os taquizoitos foi

ressuspendido em PBS, homogeneizado e centrifugadd0 minutos a 1400g. Os
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taquizoitos foram lavados trés vezes com PBS, potritugacdes a 1400g, por 10
minutos. Em seguida os parasitos foram contadosc@mara hemocitométrica e a
concentracdo acertada para Ixfdhuizoitos/mL. A suspensdo de parasitos foi entéo
processada por ultra-som (Ultrasonic Homogeneiz&7 10; Coler-Palmer Instrument
Co.) em 5 ciclos de 40 hertz (em banho de gel@grdarl minuto e com intervalos de 1
minuto entre cada ciclo, sendo o rompimento dosagias acompanhado em
microscoépio optico. Apds a sonicacdo, o materiatéatrifugado a 150009/4°C durante
30 minutos. O sobrenadante (STAg) foi entdo estmcad—80°C até o uso. A
concentracdo de proteinas foi determinada pelo doéte Lowry e colaboradores
(1951).

3.3.5.2. Ensaio imunoenziméatipara anticorpos IgG

As placas de poliestireno de 96 pocos com fundaocti8arstedt) foram
sensibilizadas com 100 do antigeno (STAg), o qual foi adicionado em cpdao na
concentracdo deug/mL diluido em tamp&o carbonato/bicarbonato (p6).As placas
foram incubadasvernighta £C. No dia seguinte, a solucdo contendo o antigeno f
desprezada e a placa foi lavada duas vezes coméeosialina contendo Tween 20 a
0,05% (SST).

Apo6s secagem das placas por inversédo sobre pafittralabsorvente, 10QL de
uma solucdo contendo PBS/Caseina 2% foi adicioead@ada pogo, sendo a placa
incubada por 30 minutos a 37°C. Apoés esse intedalempo, a solucao foi desprezada
e a placa foi lavada duas vezes com SST. Apoés aqalaca por inversédo sobre papel de
filtro absorvente, 10QuL do soro previamente diluido em PBS-T/Caseina %,25
(Tween 20 a 0,05% em PBS pH 7,2) na proporcao t@01foi adicionado em cada
poco da placa. Os soros foram analisados em ddplieapara cada placa, foi utilizado
como controles duas amostras positivas e seis eamaagstgativas. Apos incubar a placa
contendo os soros por 45 minutos &@70s soros foram desprezados e a placa foi
lavada quatro vezes com SST.

Em cada poco foram adicionados fiD@o conjugado humano anti-lgG marcado
com peroxidase (Sigma — Aldrich: human anti IgG 6029). Este conjugado foi
previamente diluido em PBS / Caseina 0,25% / T\v2€ea 0,05% na proporcéo 1:5000.
Apds a adicdo do conjugado, a placa foi incubadatpaninutos a 3. Em seguida,
as placas foram lavadas quatro vezes com SST. Olugas substrato composta por

3ug dec-phenylinediamingSigma), 15 mL de solucdo de &cido citricoué 8e HO;
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foi preparada e 1QAQ. dessa solucao foi adicionada em cada poco da.phguos 20
minutos a reacao foi interrompida com a adicao5é 2le H,SO, (4N) em cada poco.
A leitura foi realizada em leitor de ELISA (BIO RADModelo 3550) com filtro de
490nm.

Cada placa teve seu ponto de cocte Off) calculado pela média das absorbancias
das seis amostras de soro negativo pagondiimais trés desvios-padrées. A média da
absorbancia dos soros testados em duplicata falidiovpelo valor dccut off da placa
com o objetivo de determinar o indice de reativied@dR). Os soros que apresentaram 0s
valores de IR > 1,1 foram considerados positivapuedes que apresentaram um valor
indeterminado, ou seja, com o valor de IR entreeD,B1 foram testados novamente
para confirmacgao do resultado.

3.3.6. Analise estatistica

Utilizando-se o programa Epidata (versao 3.1), amcb de dados foi gerado com
base nas informacdes obtidas nos questionariosseresultados sorolégicos. Para
analise dos dados foram utilizados os programasT®hMersao 10.0 e Epi-Info (verséo
3.2.). A analise seguiu as seguintes etapas:

» Estimativa da prevaléncia da infecg&o pogondii.

* Andlise descritiva das variaveis coletadas no guestio.

* Andlise univariada: comparacbes de frequénciase emifectados e nao
infectados, utilizando-se o teste do qui-quadrado.

» O efeito de covariaveis em relacdo a infeccdolIpaondiifoi realizada através
de regressao logistica multinivel. A medida de @agéo utilizada foi ©®ddsRelativa
(OR) e intervalo de confianca 95%. A regressaostagi multinivel foi realizada
utilizando-se a funcéo “xtmelogit” do STATA. Esteodelo considera em um nivel a
influéncia da casa e em outro nivel, as caradtsstio individuo, permitindo controlar
o grau de dependéncia de variaveis de diferentessrtiierarquicos.

» Andlise multivariada: as variaveis que na andlisigariada apresentaram nivel
de significAncia p<0,25 e algumas variaveis g@® rapresentaram diferencas
significativas, mas que sao consideradas relevaotes fatores de risco para infeccao
por T. gondiiforam selecionadas para analise logistica muiéidarmultinivel. Partiu-

se do modelo completo, com descarte sucessivo aléveis ndo significativas, até
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obtencdo do modelo final. Permaneceram no modell §omente as variaveis com

nivel de significancia p < 0,05.
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3.4. RESULTADOS
3.4.1. Distribuicdo da amostra por area

A partir de uma consulta realizada a Secretariaidiipel de Saude de Santa Cruz,
no periodo de 2012 a 2014, obteve-se a distribuiggoumero de familias nas cinco

areas deste municipio (Tabela 1).

Tabela 1 Numero total de familias (n=8965) distribuido poga no municipio
de Santa Cruz — RN, em 2014.

Area Numero de familias Numero de casas (%)
Centro 2.148 24,0
Paraiso 2.803 31,2
Cdnego Monte 1.708 19,1
Maracuja 1.303 14,5
DNER 1.003 11,2

Utilizando os dados da tabela 1 e sabendo que antamminimo da amostra
necessaria é de 366 familias, foi estipulado o nomda amostra para esse estudo e sua
distribuicdo por area (Tabela 2). Além disso, coaugilio dos Agentes Comunitarios
de Saude (ACS) de cada Unidade Basica de Saudeps$sivel obter o numero de
familias por rua de cada area, 0 que tornou a aagesh ainda mais homogénea. O
tamanho da amostra estimada foi de 800 familiasetanto, devido a facilidade
operacional do recrutamento e grande envolvimeatoamnunidade, um total de 1217
familias e 1540 individuos foram incluidos no estuslete pessoas recusaram participar

da pesquisa cujo motivo estava relacionado ao medmgulha.

Tabela 2 NUumero de familias (n=1217) e de pessoas volastatd estudo
(n=1540) distribuidas por area no municipio de &&mtiz — RN.

Area N° de familias observadas N° de familias esperadad\® de pessoas
Centro 256 292 325
Paraiso 439 379 581
Codnego 216 232 251

Maracuja 150 176 187
DNER 156 136 196

30



3.4.2. Caracteristicas dos voluntarios

A amostra foi composta por 1540 voluntérios (cedlead4 vezes maior que a
amostra minimapnde 75,1% eram do sexo feminino e 24,9% do sexsculino
(Tabela 3). Os participantes apresentaram idadee €fi® e 95 anos. O grau de
escolaridade foi distribuido em categorias ondelservou maior frequéncia (26,3%)
na categoria “analfabeto”. A profissdo dos voluogrfoi bem diversificada,
destacando-se as ocupacdes de “dona de casa’ sefapdo/pensionista”. Poucos
voluntarios (10,8%) trabalhavam diretamente maaipdd o solo. Apenas 419
participantes (27,2%) mostraram ter algum conhetimesobre a toxoplasmose
(Tabela 3).

Tabela 3 Caracteristicas dos voluntarios do municipio det&&ruz — RN,
2013 — 2014.

Caracteristicas dos voluntarios N = 1540 %
Sexo
Feminino 1156 75,1
Masculino 384 24,9
Area
Centro 325 21,2
Paraiso 581 37,7
Cdbnego 251 16,3
Maracuja 187 12,1
DNER 196 12,7
Idade (anos)
>13e<15 60 3,8
>15e <30 365 23,7
>30e <45 449 29,2
>45e <60 348 22,6
> 60 318 20,7
Grau de escolaridade
Analfabeto 405 26,3
Até a 42 série Fundamental 340 22,1
Até a 82 série Fundamental 320 20,8
2° grau completo 387 25,1
3° grau 88 5,7
J& ouviu sobre toxoplasmose
Sim 419 27,2
Nao 1121 72,8
Profissdo
Do lar (dona de casa) 381 24,7
Aposentado/Pensionista 269 17,5
Autbnomo 203 13,2
Empregado Rural 167 10,8
Estudante 156 10,1
Servidor Publico 142 9,2
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Desempregado

Empreg. Empresa privada
Professor

Doméstica / Cuidador
Empresario / Prod. rural

80
72
29
25
16

5,2
4,7
1,9
1,7
1,0

3.4.3. Caracteristicas das residéncias

A visita foi realizada em 1217 residéncias cujadeefamiliar predominante foi de

até 2 salarios minimos. Quase todas as casas @ar@se um piso revestido por

ceramica ou cimento. Esse mesmo piso também padebservado na maioria dos

quintais das casas. Das residéncias que possuiammdtagua, 42,8% tinham alguma

estrutura que funcionava como tampa, mantendodaartas. Em relacdo aos animais

presentes no domicilio e/ou peridomicilio foi olvsela a presenca de 1 a 2 gatos em

24,5% das residéncias. Os cées e galinaceos fareomteados em 36,6% e 13,8% das

residéncias, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4 Caracteristicas das residéncias dos voluntarioauacipio de Santa

Cruz — RN, 2013 - 2014.

Caracteristicas das residéncias N (1217) %
Renda familiar
Até 2 salarios 963 79,6
Entre 2 e 7 salarios 232 19,2
Acima de 7 salarios 14 1,2
Piso da casa anterior *
Cimento, ceramica 962 87,5
Barro, terra, areia 138 12,5
Piso da casa atual
Cimento, ceramica 1207 99,2
Barro, terra, areia 10 0,8
Quintal
Sim 1071 88,0
Nao 146 12,0
Piso do quintal
Cimento ou ceramica 548 45,0
Terra 391 32,1
Misto 132 10,9
N&o se aplica 146 12,0
Limpeza do quintal
Diariamente 741 60,9
Semanalmente 248 20,4
Esporadicamente 79 6,5
Nunca 3 0,3
N&o se aplica 146 11,9
Tem caixa d"agua
Sim 1063 87,4
Nao 154 12,6
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A caixa d"agua é coberta

Sim 521 42,8
Nao 412 33,9
N&o sabe 130 10,7
N&o se aplica 154 12,6
Tem céo
Sim 445 36,6
N&o 772 63,4
Tem galinha
Sim 168 13,8
N&o 1049 86,2
Tem ou teve gato
Sim 623 51,2
N&o 594 48,8
Quantos gatos tém atualmente
Nenhum 238 19,5
1-2 298 24,5
>3 87 7,2
N&o se aplica 594 48,8

* Para 110(pessoas que relataram ter morado em outra resadénci

3.4.4. Variaveis relacionadas a ingestéo de oocisto

A ingestao de salada crua foi relatada por 82,9%wvidtuntarios (Tabela 5), dos
quais 48,8% tinham o habito de ingerir essa sdia@dade casa em uma frequéncia de
menos de uma vez por semana, como relatado pof628¢® individuos. Poucos
trabalhavam manipulando o solo e, em geral, ndgansduvas (22,4%). Em relacéo a
fonte de agua para consumo, 64,4% dos voluntamtsain agua de torneira sem
nenhum tipo de tratamento (fervura ou filtragcdopnées da implantacdo da Adutora
Monsenhor Expedito (ocorrida em 1998), que levaadgatada para o municipio, a
maioria dos participantes ja havia consumido ageapodco (76,4%), rio (45,1%),
caminhao pipa (66,8%) e acude (58,8%).

Tabela 5 Aspectos comportamentais relacionados a ingesti@atistos pelos
voluntarios do municipio de Santa Cruz — RN, 202814.

Caracteristicas comportamentais N = 1540 %

Come salada crua

Sim 1277 82,9

Nao 263 17,1
Come salada crua fora de casa

Sim 752 48,8

Nao 525 34,1

N&o se aplica 263 17,1
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Freq. come salada fora de casa
Uma vez
Mais de uma vez
Menos de uma vez
N&o lembra
N&o se aplica
Manipula terra
Sim
N&ao
Como manipula a terra
Com luvas
Sem luvas
Com/Sem luvas
N&o se aplica
Agua que bebe
Torneira
Sem tratamento
Mineral
Bebe/Bebeu agua de poco
Sim
N&o
N&o sabe
Bebe/bebeu agua de rio
Sim
N&ao
N&o sabe

Bebe/bebeu agua de caminhao pipa

Sim
N&o
N&o sabe
Bebe/bebeu agua de acude
Sim
N&ao
N&o sabe

208
175
348
21
788

401
1139

35

345
21

1139

992
260
288

1177
323
40

695
806
39

1029
475
36

906
597
37

13,5
11,4
22,6
1,4
51,2

26,0
74,0

2,3

22,4
1,4
74,0

64,4
16,9
18,7

76,4
21,0
2,6

45,1
52,3
2,5

66,8
30,8
2,3

58,8
38,8
2,4

A maioria dos voluntarios (46,5%) que tinha gatiatoal que seu animal ficava

dentro e fora de casa, e que dormia em cadeirasfae (32,5%). Quase todos o0s

participantes relataram ver gatos na vizinhanch 294 destes participantes (que tinham

ou ndo gato) declararam que esses animais entramnsuas casas. Os gatos,

geralmente, defecavam na rua e aqueles que defecauwaa caixa de areia dentro de

casa tinham suas fezes retiradas pelos donos ggeefitemente ndo usavam luvas

(Tabela 6).
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Tabela 6 Aspectos comportamentais dos voluntéarios em relagdatos dentro e fora
das residéncias do municipio de Santa Cruz — RN3 2Q014.

Caracteristicas comportamentais dos

L. ~ N = 1540 %
voluntarios em relacao a gatos
Onde o gato ficavalfica*
Dentro de casa 40 3,3
Dentro/fora de casa 566 46,5
Fora de casa 17 1,4
Nao se aplica 594 48,8
O gato dormia/dorme na cama*
Sim 193 15,9
N&o 430 35,3
Nao se aplica 594 48,8
O gato dormia/dorme na cadeira/sofa*
Sim 396 32,5
N&o 227 18,7
Nao se aplica 594 48,8
Vocé brincava/brinca com o gato
Sim 468 30,4
N&o 345 22,4
Nao se aplica 727 47,2
As fezes do gato eram/sao recolhidas
Com luvas 26 1,7
Sem luvas 268 17,4
N&o se aplica 1246 80,9
O gato defecava/defeca na rua*
Sim 511 42,0
N&ao 111 9,1
N&o lembra 1 0,1
Nao se aplica 594 48,8
Ver gatos na vizinhanca
Sim 1399 90,8
N&ao 117 7,6
N&o sabe 24 1,6
Os gatos entram na sua casa*
Sim 501 41,2
N&o 429 35,3
N&o sabe 287 23,5

* Analise realizada por residéncia.
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3.4.5. Variavel relacionada a ingestéao de taquizod

A ingestdo de leite cru / ndo pasteurizado de foi relatada por 12,8% d«

voluntérios (Figura 6).

100% -

80% -

60% -

Voluntarios

40%

20%

12,8%

87,1%

0,1%

0%

Sim

Ndo

Ingestdo de leite cru

Ndo lembra

Figura 6. Frequéncia ds voluntarios que tem o habito de ingerir

cru / ndo pasteurizado de gado no municipio deaSaniz— RN

3.4.6. Variaveis relacionadas a ingestao de cis

A ingestdo de carne crua ou mal passada foi relgiadapenas 22,4% di

voluntarios e a maioria estocava a carne em fresm#els do consumo. A carne bov

foi a mais citada, sendo consumida por quase todqgsarticipantes que relataram

esse compoamento alimentar (Tabeli).

Tabela 7. Aspectos comportamentais relacionados a ingestacisies de
Toxoplasma gondipelos voluntarios do municipio de Santa C- RN, 2013 —

2014,
Caracteristicas comportamentai N = 1540 %
Costuma comercarne crua/mal
passada
Sim 345 22,4
Nao 1195 77,6
Como prepara a carn¢ (apenas crua)
Congelaantes do prepa 128 37,1
Prepara no dia que com 48 13,9
As duas opcoes 93 27,0
N&o sabe 76 22,0
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Costuma comer carne bovina crua/mal

passada
Sim 339 22,0
N&o 6 0,4
N&o se aplica 1195 77,6

Costuma comer carne suina crua/mal

passada
Sim 120 7,8
N&ao 225 14,6
N&o se aplica 1195 77,6

Costuma comer carne de bode ou
carneiro crua/mal passada

Sim 93 6,0
Nao 252 16,4
N&o se aplica 1195 77,6

Costuma comer carne de frango
crua/mal passada

Sim 144 9,4
Nao 201 13,0
N&o se aplica 1195 77,6

3.4.7. Outras variaveis relacionadas a infec¢éo peprotozoario T. gondii

Queixa na visao foi relatada por 466 (30,3%) p@dictes. Esses individuos
foram encaminhados para exame oftalmologico. Degsgticipantes, seis foram
diagnosticados com toxoplasmose ocular. Poucosntéios relataram ter realizado
transplante (0,4%) ou transfusdo sanguinea (6,2%4%. 1156 mulheres voluntarias
nesse estudo 289 (18,8%) relataram aborto espan{@abela 8).

Tabela & Ocorréncia de problemas de visao, transplantésgi®os, transfusao
de sangue e aborto nos voluntarios do municipiSatga Cruz — RN, 2013 —
2014.

Ocorréncia N = 1540 %

Tem queixas na visao

Sim 466 30,3

Nao 1074 69,7
Fez algum transplante

Sim 6 0,4

Nao 1529 99,3

N&o respondeu 5 0,3

Fez transfusao

Sim 106 6,9
Nao 1428 92,7
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Nao respondeu 6 0,4

Teve algum aborto*

Sim 289 18,8
N&o 867 56,3
Nao se aplica 384 24,9

* Para as 1156 mulheres.

3.4.8. Soroprevaléncia da infecgéo paroxoplasma gondii

A andlise por ELISA-IgG mostrou que dos 1540 vduios 66,2% apresentaram
sorologia positiva e 33,8% sorologia negativa gar@plasmose. Os nove voluntarios
que, mesmo apos repeticdo do teste, apresentarabfogsa classificada como
indeterminada (0,58%) né&o tiveram seus dados deeem qualquer uma das analises
de prevaléncia da toxoplasmose. A reprodutibilidddeELISA-IgG foi avaliada em
ensaio mascarado. Aproximadamente 10% das amdds&ssoros) foram testadas,
observando-se uma concordancia de 100%, onde ceikappafoi igual a 1, o que
indica excelente reprodutibilidade.

Quando analisada a soroprevaléncia de IgGTargondiipor sexo foi observado
que 70,3% dos homens e 64,9% das mulheres apnesansarologia positiva para
toxoplasmose (Tabela 9). As mulheres soronegat(8&sl%) diagnosticadas nesse
estudo se encontravam, em sua maioria, em idadedwgpva (Figura 7). Nesse estudo
observou-se também que 74,7% das mulheres conog@@ositiva para toxoplasmose
relataram aborto espontaneo. A analise da idadepddicipantes mostrou que o
aumento da faixa etaria resultou em um aumentoréaal&ncia da toxoplasmose. De
forma inversa, quanto maior o grau de escolaridadenor a prevaléncia da
toxoplasmose. A prevaléncia da infeccdo nédo api@seassociacdo com a renda

familiar (Tabela 9).
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Tabela €. Caracteristicas dos voluntarios do municipio deté&&ruz — RN
associadas a soroprevaléncia da toxoplasmose20034.

Caracteristicas dos voluntarios (N = 1540)

Prevaléra % (IC 95%)

Sexo
Feminino
Masculino

Area
DNER
Maracuja
Conego
Centro
Paraiso

Idade (anos)
>13e<15
>15e<30
>30e<45
>45e <60
> 60

Grau de escolaridade
Analfabeto
Até a 42 série Fundamental
Até a 82 série Fundamental
2° grau completo
3° grau

Renda familiar
Acima de 7 salarios
Entre 2 e 7 salarios
Até 2 salarios

64,9 (62,1 — 67,6)
70,3 (65,6 — 74,7)

59,2 (52,2 — 65,8)
61,5 (54,4 — 68,2)
64,1 (58,1 — 69,8)
67,7 (62,5 — 72,5)
70,2 (66,4 — 73,9)

41,7 (29,7 - 54,3)
47,4 (42,3 — 52,5)
62,4 (57,8 — 66,7)
75,9 (71,2 — 80,1)
87,4 (83,4 — 90,6)

84,7 (80,9 — 87,9)
70,6 (65,6 — 75,2)
59,4 (53,9 — 64,6)

52,2 (47,2 - 57,1)
51,1 (40,7 — 61,3)

64,3 (37,6 — 83,7)
62,1 (55,7 — 68,1)
68,2 (65,2 — 71,1)
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Figura 7. Relagdo entre idade e sorologia das mulheres \alast dc
municipio de Santa Cri— RN, 2013 — 2014A. Proporc¢dao, por faixa etéaria,
mulheres soropositivas e soronegativas para toswpse B. Distribui¢édo, pol
faixa etaria, apenas das mulheres soronegz

Uma analise comparativa entre as ¢ areas do municipide Santa Cruz (Tabe
9) mostrou que Paraiso apresentou uma maior prevaléaei infeccd (70,2%)
enquanto a area DNE&presentou a menfrequéncia de pessoas com a toxoplasr
(59,2%). As informacdes sobre a renda familiar grau de escolaridade das 5 &
podem ser observados na tabela 10. A renda fandkamté 2 salarios minim
predomina na area Paraiso (42,7%), enquanto gaemesma renda tem sua me
frequéncia (10,5%) na area DNER. Analisando essavwe nas 5 areas obse-se que
68,2% dos voluntarios com renda de até 2 salariosmus apresentavam sorgia
positiva para essa doenceabela 9).

Em relacdo ao grau de olaridade 40,4% dos voluntarios da area iso se
encontram na categoria nalfabeto”, enquanto que na area DNER essa cate@
represerdda por 11,4% dos voluntariosabela 10). A analise dessa variavel pern

observar uma reducdo na soroprevalé a medida que os voluntarios de Par:
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apresentavam grau de escolaridade mais avancadeldT®, aspecto ndo observado na
area DNER.

Tabela 10 Renda familiar e grau de escolaridade das cineasato municipio de Santa
Cruz — RN, 2013 - 2014.

Areas
Renda familiar Centro Paraiso Cbnego Monte Maracuja DNER
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Acima de 7 7 1 2 0 4
salarios (50,0) (7,1) (14,3) (0,0) (28,6)
Entre2e7 74 25 58 26 49
salarios (32,0) (10,8) (25,0) (11,2) (21,0
Até 2 salarios 173 411 153 125 101
(18,0) (42,7) (15,8) (23,00 (10,5
Grau de
Escolaridade
Analfabeto 70 131 46 40 37
(21,6) (40,4) (14,2) (12,4) (11,4)
Até a 42 série 33 141 50 38 20
Fundamental (11,7) (50,0) a7,7) (13,5) (7,2)
Até a 82 série 32 99 53 28 26
Fundamental (13,5) (41,6) (22,3) (11,7) (20,9)
2° grau completo %0 63 o4 39 °9
(29,5) (20,7) 7,7 (12,8) (19,3)
39 grau 31 7 10 6 14
(45,6) (10,3) (14,7) (8,8) (20,6)

3.4.9. Anélise Univariada
3.4.9.1. Caracteristicas dos voluntarios

Na andlise univariada, considerando as varidvdéciomadas as caracteristicas
dos voluntérios, observou-se maior propor¢do dacg#o no sexo masculino. Além
disso, foi observado que as faixas de idade acien&0danos apresentaram maiores
proporcdes de positivos para toxoplasmose. A ana@mparativa entre as areas
mostrou que o0s voluntarios que residem no Pard&iso rhais chance de adquirir a
toxoplasmose do que moradores da area do DNER IéTalbe Nesse estudo, o grau de
escolaridade apresentou diferenca significativaeeas categorias, mostrando que
individuos com ensino superior (completo ou nad)°egrau completo tém menos

chance de adquirir a toxoplasmose (Tabela 11).
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Tabela 11 Analise univariada da positividade para toxoplasgne caracteristicas dos
voluntarios do municipio de Santa Cruz — RN, 202814.
Caracteristicas dos ELISA

Univariada

‘ZRI'“:”;"’&%S) Positivo (%)  Negativo (%)  OR (IC95%)
Sexo
Feminino 750 (64,88) 406 (35,12) 1
Masculino 270 (70,31) 114 (29,69) 1,3(0,9-1,6) ,050
Area
DNER 116 (59,2) 80 (40,8) 1
Maracuja 115 (61,5) 72 (38,5) 1,1 (0,7-1,7) 0,64
Codnego 161 (64,1) 90 (35,9) 1,2(0,8-1,8) 0,28
Centro 220 (67,7) 105 (32,3) 1,4(1,0-2,1) 0,05
Paraiso 408 (70,2) 173 (29,8) 16(1,2-2,3) 0,00
Idade (anos)
>13e<15 25 (41,67) 35 (58,33) 1
>15e<30 173 (47,40) 192 (52,60) 1,3 (0,7 - 2,2) 0,41
>30e<45 280 (62,36) 169 (37,64) 2,3(1,3-4,0) 0,00
> 45 e <60 264 (75,86) 84 (24,14) 4,4 (2,4-17,7) 0,00
> 60 278 (87,42) 40 (12,58) 9,7 (5,3-17,9) 0,00
Grau de
escolaridade
Analfabeto 343 (84,7) 62 (15,3) 1
Até a 42 série
Fundamental 240 (70,6) 100 (29,4) 0,4 (0,3-0,6) 0,00
Até a 82 série
Fundamental 190 (59,4) 130 (40,6) 0,3(0,2-0,4) 0,00
2° grau completo 202 (52,2) 185 (47,8) 0,2(0,1330 0,00
3° grau 45 (51,1) 43 (48,9) 0,2 (0,1-0,3) 0,00
J& ouviu sobre
toxoplasmose
Sim 259 (61,8) 160 (38,2) 1
N&ao 761 (67,9) 360 (32,1) 1,3(1,0-1,6) 0,03

3.4.9.2. Caracteristicas das residéncias

Em relacdo as caracteristicas das habitagbes, idodwv que residiam
anteriormente em casa com piso composto por bamalareia apresentaram maior
chance de infeccdo do que aqueles que viviam eanamas piso revestido por cimento
ou ceramica. Nao houve associacdo entre o tipo ise @a casa atual. Outra
caracteristica que apresentou diferenca signiigattbi a presenca ou ndo de caixa
d"agua, revelando maior risco de infeccdo para quémna possuia em sua residéncia.
Em relacdo aos animais observou-se que a presengatds aumentava a chance de

adquirir a infeccao (Tabela 12).
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Tabela 12.Analise univariada das caracteristicas das res@a&mios voluntarios do

municipio de Santa Cruz — RN, 2013 — 2014.

Caracteristicas das ELISA o
residéncias B C Unlvarla(ia P
(N = 1217) Positivo (%) Negativo (%) OR (IC95%)
Renda familiar
Acima de 7 salarios 9 (64,3) 5 (35,7) 1
Entre 2 e 7 salarios 144 (62,1) 88 (37,9) 0,9 {0238) 0,87
Até 2 salarios 657 (68,2) 306 (31,8) 1,2 (0,433,60,75
Piso da casa anterior *
Cimento, ceramica 644 (66,9) 318 (33,1) 1
Barro, terra, areia 110 (79,7) 28 (20,3) 191386 0,00
Piso da casa atual
Cimento, ceramica 808 (66,9) 399 (33,1) 1
Barro, terra, areia 7 (70,00) 3 (30,00) 1,2 (085 0,84
Quintal
Nao 101 (69,2) 45 (30,8) 1
Sim 714 (66,7) 357 (33,3) 1,1(08-15) 0,53
Piso do quintal
Cimento ou ceramica 374 (68,2) 174 (31,8) 1
Terra 252 (64,4) 139 (35,6) 0,84 (0,6-1,1) 0,22
Misto 88 (66,7) 44 (33,3) 0,93(0,6-1,4) 0,73
Limpeza do quintal
Diariamente 502 (67,8) 239 (32,2) 1
Semanalmente 159 (64,1) 89 (35,9) 0,85 (0,6 - 1,9,30
Esporadicamente/Nunca 53 (64,6) 29 (35,4) 0,87(05-1,4) 0,57
Tem caixa d"agua
Sim 696 (65,5) 367 (34,5) 1
N&o 119 (77,3) 35(22,7) 1,2(1,1-1,4) 0,00
A caixa d"agua € coberta
Sim 345 (66,2) 176 (33,8) 1
N&o 270 (65,5) 142 (34,5) 1,0(0,7-13) 0,83
Nao sabe 81 (62,3) 49 (37,7) 0,84 (0,6-1,3) 0,40
Tem céo
Sim 298 (66,97) 147 (33,03) 1
N&o 517 (66,97) 255 (33,03) 1,0(08-13) 0,10
Tem galinha
Sim 124 (73,81) 44 (26,19) 1
N&o 691 (65,87) 358 (34,13) 0,7(0,5-1) 0,04
Tem ou teve gato
N&o 367 (61,78) 227 (38,22) 1
Sim 448 (71,91) 175 (28,09) 16(1,3-2,0)0 0,00
Quantos gatos tém
atualmente
Nenhum 164 (68,9) 74 (31,1) 1
1-2 214 (71,8) 84 (28,2) 1,1(08-17) 0,46
> 3 70 (80,5) 17 (19,5) 19(1-3,4) 0,04
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* Para pessoas que relataram ter morado em ogidgeneia.
3.4.9.3. Aspectos comportamentais dos voluntariekcionados a ingestdo de

oocistos/taquizoitos

O comportamento dos voluntarios em beber agua safiantento mostrou um
aumento no risco da infeccdo quando comparada R&ucw de agua minerdPara
aqueles voluntarios que relataram ter bebido dgupogo, de caminhdo pipa, 4gua de
rio e acude foi observado maior chance quando cadpaom os voluntarios que néo
beberam dessa agua. Um risco maior de adquirifeag@&o também foi observado em
voluntarios que faziam a ingestéao do leite crujméstieurizado de vaca (Tabela 13).

Tabela 13 Aspectos comportamentais relacionados a ingesdmodistos/taquizoitos
pelos voluntarios do municipio de Santa Cruz — RN,3 — 2014.

Caracteristicas

. ELISA Univariada
comportamentais dos - _ 0 P
voluntarios Positivo (%) Negativo (%) OR (IC95%)

Come salada crua

N&o 180 (68,4) 83 (31,6) 1

Sim 840 (65,8) 437 (34,2) 0,8(0,7-1,2) 0,40
Come salada crua fora de
casa

N&o 359 (68,4) 166 (31,6) 1

Sim 481 (64,0) 271 (36,0) 0,8(0,6-1,00 0,10
Frequéncia que come
salada fora de casa

Menos de uma vez 228 (65,5) 120 (34,5) 1

Uma vez 124 (59,6) 84 (40,4) 08(0,5-1,1) 0,16

Mais de uma vez 110 (62,9) 65 (37,1) 0,9 (0,6 ¥ 1,8,55
Manipula terra

N&o 726 (63,7) 413 (36,3) 1

Sim 294 (73,3) 107 (26,7) 1,0 (0,5-2,3D,90
Como manipula a terra

Com luvas 26 (74,3) 9 (25,7) 1

Sem luvas 268 (73,2) 98 (26,8) 09(,4-21) 0,89
Agua que bebe

Mineral 167 (58,0) 121 (42,0) 1

Torneira 672 (67,7) 320 (32,3) 15(1,2-2,00 0,00

Sem tratamento 181 (69,6) 79 (30,4) 1,7 (1,2 -2,08)00
Bebe/Bebeu agua de poco

N&o 174 (54,0) 149 (46,0) 1

Sim 820 (69,7) 357 (30,3) 20@1@,5-25) 0,00
Bebe/bebeu agua de rio

N&o 488 (60,6) 318 (39,4) 1

Sim 507 (72,9) 188 (27,1) 1,7(12,4-2,2) 0,00

Bebe/bebeu agua de
caminh&o pipa
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N&o 280 (58,9) 195 (41,1) 1

Sim 717 (69,7) 312 (30,3) 1,6 (1,3-2,00 0,00
Bebe/bebeu dgua de agude

N&o 336 (56,3) 261 (43,7) 1

Sim 659 (72,7) 247 (27,3) 20(1,7-2,6) 0,00
Costuma beber leite
cru/ndo pasteurizado

N&o 869 (64,7) 473 (35,3) 1

Sim 150 (76,1) 47 (23,9) 1,7(1,2-2,4) 0,00

Nenhuma relacdo foi observada entre a infeccdo Ppoxoplasmae o

comportamento dos voluntarios em relacdo a gatos, excecdo do habito de brincar

com eles (Tabela 14).

Tabela 14. Analise univariada de aspectos comportamentais vidhsntarios em
relacdo a permanéncia datos dentro e fora das residéncias do municipiSaiga

Cruz — RN, 2013 - 2014.

Caracteristicas
comportamentais dos

ELISA

Univariada

voluntarios em relacdo a  Positivo (%) Negativo (%) OR (IC95%) P
gatos

Onde o gato ficavalfica *

Dentro de casa 26 (65,0) 14 (35,0) 1

Dentro/fora de casa 411 (72,6) 155 (27,4) 1,44@@B) 0,30

Fora de casa 11 (64,7) 6 (35,3) 1(0,3-3,2) 0,98
O gato dormia/dorme na
cama*

N&o 310 (72,1) 120 (27,9) 1

Sim 138 (71,5) 55 (28,5) 1,0(0,8-1,5 0,75
O gato dormia/dorme na
cadeira*

N&o 176 (77,5) 51 (22,5) 1

Sim 272 (68,7) 124 (31,3) 0,8(0,6-1,00 0,13
Vocé brincava/ brinca
com o gato

N&o 260 (75,4) 85 (24,6) 1

Sim 320 (68,4) 148 (31,6) 0,7(0,5-1,00 0,03
As fezes do gato eram/séo
recolhidas

Com luvas 18 (69,2) 8 (30,8) 1

Sem luvas 198 (73,9) 70 (26,1) 1,3(0,5-3,0) 00,6
O gato defecava/defeca
fora de casa*

Na&o 76 (68,5) 35 (31,5) 1

Sim 371 (72,6) 140 (27,4) 1,3(09-19) 0,16
Ver gatos na vizinhanga

Nao 85 (72,6) 32 (27,4) 1

Sim 916 (65,5) 483 (34,5) 0,7(0,5-1,1) 0,12

Os gatos entram na sua
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casa*
Nao 290 (67,6) 139 (32,4) 1
Sim 327 (65,3) 174 (34,7) 1,0(0,7-1,2) 0,70

* Andlise realizada por residéncia (N = 1217)
3.4.9.4. Aspectos comportamentais dos voluntaetzionados a ingestéo de cistos

Embora os voluntarios tenham relatado ingerir cammad passada de porco,
galinha, bode/carneiro e, principalmente, de benhuma relagédo com a infeccdo para
toxoplasmose foi identificada pela analise unidaiélrabela 15).

Tabela 1t Andlise univariada dos aspectos comportamentisioeados a ingestao

de carne crua/mal passada, possivelmente contaait@ad cistos ddoxoplasma
gondii, pelos voluntarios do municipio de Santa C— RN, 2013- 201<.

L ELISA o
Caracterlstlcas_ Positivo Negativo Unlvarla((j)a =
comportamentais (%) (%) OR (1C95%)

Costuma comer carne
crua/mal passada

N&ao 784 (65,6) 411 (34,4) 1

Sim 236 (68,4) 109(316) 1,1(09-15) 0,33
Como prepara a carne
(apenas crua)

Congela 86 (67,2) 42 (32,8) 1

Prepara no dia que compra 33 (68,7) 15(31,3) @5<2,2) 0,84

As duas opcgoes 66 (72,0) 27 (28,00 1,2(0,7-2,1) 0,60
Costuma comer carne bovina
crua/mal passada

N&o 790 (65,8) 411 (34,2) 1

Sim 230 (67,8) 109(32,2) 19(08-14) 0,48
Costuma comer carne suina
crua/mal passada

N&ao 943 (66,2) 482 (33,8) 1

Sim 82 (68,3) 38(31,7 11(,7-16) 0,61
Costuma comer carne de bode
crua/mal passada

N&o 938 (66,1) 482 (33,9) 1

Sim 64 (68,1) 30(31,99 10(,7-1,7 0,75
Costuma comer carne de
frango crua/mal passada

N&o 919 (65,8) 477 (34,2) 1

Sim 101 (70,1) 43(29,90 1,2(08-1,7 0,30

3.4.9.5. Andlise de outros fatores relacionadosfadcagpor Toxoplasma gondii
Para as pessoas que relataram queixa na visdovobssr uma diferenca

significativa entre os participantes com e sem »@gtasmose. Das 1156 mulheres
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analisadas 289 relataram aborto espontaneo, esdemttheres 74,7% apresentaram

sorologia positiva para a toxoplasmose (Tabela 16).

Tabela 1¢€. Analise univariada das ocorréncias de problemagsd®, transplantes de
orgaos, transfusdo de sangue e aborto nos volomtdo municipio de Santa Cruz —
RN, 2013 — 2014.

Ocorréncia ELISA Univariada p
Positivo (%)  Negativo (%)  OR (IC95%)

Tem queixas na visao

Nao 686 (63,9) 388 (36,1) 1

Sim 334 (71,7) 132 (28,3) 1,4 (1,1-1,8)0,00
Fez algum transplante

Nao 1,013 (66,3) 516 (33,7) 1

Sim 5(83,3) 1(16,7) 2,5(0,3-21,80,40
Fez transfuséo

Nao 942 (66,0) 486 (34,0) 1

Sim 75 (70,7) 31 (29,3) 1,3(0,8-2,00 0,31
Teve algum aborto

Nao 534 (61,6) 333(38,4) 1

Sim 216 (74,7) 73 (25,3) 1,8(1,4-25) 0,00

3.4.10. Andlise Multivariada

Apoés selecionar as variaveis com p < 0,25, a anddigistica multivariada foi
realizada. Permaneceram no modelo final associadafeacdo porT. gondij os
seguintes fatores para o municipio de Santa Cdaztei, grau de escolaridade, ti&s
ou mais gatos na residéncia, auséncia de caixaual égingestdo de leite cru/néo
pasteurizado (Tabela 17).

Para a variavel idade foi observado que a infepgdid. gondiiaumenta com o
decorrer do tempo de vida, indicando que individem®s idade igual ou superior a 45
anos tém 7,4 vezes mais chances de ser infectémpgrasito do que aqueles com 13 a
15 anos. O grau de escolaridade indicou que indbgdaracterizados como analfabetos
tem 2,8 vezes mais chances de adquirir a toxopkesrdo que aqueles com 3° grau
completo ou ndo. Em relagdo ao numero de gatomniess na residéncia, a andlise
mostrou um aumento na exposi¢ao ao parasito, umgueas residéncias com mais de

3 gatos expde o dono a infec¢do duas vezes majsaedaquelas que ndo possuem esse
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animal. A exposicao a toxoplasmose também aumardsa dezes quando o individuo

bebe leite cru/ndo pasteurizado ou ndo tem cad@gud em sua residéncia (Tabela 17).

Tabela 17. Andlise multivariada dos aspectos relacionados a
infeccdo porToxoplasma gondiino municipio de Santa Cruz —

RN, 2013 - 2014.

Variavel Multivariada P
OR (1C95%)
ldade 1
>13e<15
>15e<30 1,84(1,0-3,4) 0,06
>30e<45 3,4(1,8-6,6) 0,00
> 45 74 (3,7-14,8) 0,00
Grau de escolaridade
Analfabeto 2,8(1,6 -5,0) 0,00
Até a 42 série Fundamental 16(0,9-28) 70,0
Até a 82 série Fundamental 1,6 (0,9 -2,8) 0,07
2° grau completo 0,9 (0,6 -1,6) 0,96
3 °grau 1
Quantidade de gatos
Nunca teve 1
Nenhum 1,4(1,0-2,0 0,03
1-2 1,5(1,1-2,1) 0,05
> 3 2,0(1,2-3,5) 0,01
Presenca de caixa d"agua
Sim 1
Nao 20(1,4-31) 0,01
Bebe leite cru/néo pasteurizado
N&o 1
Sim 2,0 (1,3-3,0) 0,01
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3.5. DISCUSSAO

No Brasil, especialmente nos estados do nordesitem poucos trabalhos que
relatam a prevaléncia da toxoplasmose, geralmemeassociar a prevaléncia ao sexo
ou idade. No presente estudo foi encontrada umepmsevaléncia de 66,2% para
anticorpos IgG na populacdo do municipio de Sabtaz — RN. Prevaléncia
semelhante foi encontrada por Costa e colaborad@f49) na cidade de Sao Luis —
MA (66,38%). Em Recife-PE a analise sorologica moastima prevaléncia maior, com
75% dos voluntarios apresentando anticorpos pagondii (Coelho et al. 2003). E na
Grande Jodo Pessoa — PB, Junior e Monteiro (20idné&raram uma soroprevaléncia
mais elevada, com 87,4% dos individuos analisagossantando sorologia positiva
para a infecgao.

O estudo na populacdo de Santa Cruz incluiu 1540ntdarios sendo essa
amostragem composta principalmente por mulheresl¥@5 Essa discrepancia na
amostragem em relagcdo ao sexo pode ser explicaia fg® dos homens se
encontrarem geralmente ausentes das residétraibalhando durante o horario em que
foram realizadas as visitas domiciliares, e quarésentes se recusavam por receio do
procedimento invasivo da coleta de sangue. Alérsodisomo descrito na tabela 1, a
profissdo dos voluntérios que se destacou foi adalea de casa, uma ocupacdo
predominantemente feminina, o que leva a mulher @scontrada mais facilmente em
casa. Apesar dos resultados terem sido obtidosucommaior nimero de mulheres que
de homens na amostra, foi testada a possibilidadeééd nesses resultados. Porém, nao
se observou diferenca significativa apds o tesé®, sendo necessario o ajuste do
modelo final com base nessa variavel.

Comparando a prevaléncia da toxoplasmose entreexas observou-se uma
diferenca significativa entre homens e mulheresssBeestudo, a analise soroldgica
mostrou que 70,3% dos homens apresentavam antscpgral. gondiienquanto que
estes anticorpos estavam presentes em 64,9% dasresilUm estudo realizado por
Coelho e colaboradores (2003) em Recife enconeesultado semelhante, apontando
soroprevaléncia maior nos homens (79,0%) do quemmakeres (63,4%). No Acre
foram identificados 66,5% e 65,1% de homens e megtheom sorologia positiva,
respectivamente (Ferreira et al. 2009) e no Matzs§ir a analise soroldgica positiva foi
encontrada em 86,1% dos homens e 75,9% das mulffmeandoeira et al. 2003).
Nossos resultados sugerem que a maior frequénd@dplasmose em homens do que

em mulheres estd provavelmente associada as d@ddaprofissionais ou
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comportamentais desenvolvidas pelos homens na eidied Santa Cruz, pois ao
contrario do que se observou em nosso estudo, dimsido Alto Xingu (Baruzzi,
1970), em Goias (Rodrigues 2007) e no MaranhaotéGxsal. 2010) houve uma maior
prevaléncia da toxoplasmose em mulheres do queoemerts. Esses dados sugerem que
a presenca de anticorpos pdafa gondii ndo esta associada ao sexo e sim as
caracteristicas comportamentais desenvolvidas pelastarios.

Alguns trabalhos realizados no Brasil tem mostradt associacdo entre a
sorologia positiva para a toxoplasmose e as coaslisdcioeconémicas (Bahia-Oliveira
et al. 2003; Barbosa et al. 2009; Carellos et @142 Esses dados s&o corroborados
com 0S nossos onde as areas (Paraiso e Centrojeepreafdominam a renda de até 2
salarios minimos e baixo nivel de escolaridadesgptaram o maior nimero de pessoas
com sorologia positiva quando comparada com as®areas da cidade.

No modelo final obtido pela andlise multivariadas@tyou-se cinco fatores de
riscos associados a infeccdo por gondii. Dois fatores relacionam-se com as
caracteristicas individuais dos voluntarios (idadgrau de escolaridade), duas estao
relacionadas as caracteristicas das residéncisén@a de caixa d’agua e quantidade de
gatos) e uma ao comportamento alimentar (ingesdeite cru/nao pasteurizado).

Nesse estudo a soroprevaléncia aumentou linearncamte a idade e esse
resultado foi similar a outros trabalhos realizadosBrasil (Rey e Ramalho, 1999;
Bahia-Oliveira et al. 2003; Mandai et al. 2007;rEea et al. 2009; Silva et al. 2014). O
aumento da prevaléncia da infec¢cdo pogondiicom a idade pode ser justificada pelo
fato da populacao ficar com o passar do tempo egi®sta a fatores de risco tais
como: contaminagdo ambiental, alimentacdo, graweenvolvimento da regido e
infraestrutura hidrica e sanitaria (Remington e1895).

A associacdo do grau de escolaridade com a toxopkes indica uma
necessidade em investir em educagdo nesse municipia vez que 84,7% dos
voluntarios caracterizados como analfabetos forarop®sitivos para a doencga. Além
disso, observou-se que uma alta porcentagem (648%yoluntarios que nao tinham
conhecimento algum sobre a doenca apresentou garq@ositiva para a toxoplasmose.
Um estudo realizado em Natal mostrou uma prevaémenor (21,5%) em estudantes
cujas maes tinham curso superior do que naquetiedagdes (53,2%) cujas maes eram
analfabetas ou nao tinham o ensino fundamental ledongGarcia et al. 2004). A
associacdo entre grau de escolaridade e toxoplastamsbém foi observada em
Pernambuco (Porto et al. 2008), em Tocantins (®ia. 2014) e no Parana (Dias et al.
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2011), onde a frequéncia de sorologia positivarfaior em maes com menos de 8 anos
de estudo do que naquelas com 8 anos ou maisutest

A educacdo em saude é uma abordagem que pode mealpnevenir a infeccao
por T. gondii, pois busca promover uma mudanca no comportamemt@ari sendo
esta abordagem bastante relevante especialmergeapagestantes. Nesse estudo, a
analise univariada mostrou que muitas mulheresl¥@b,com sorologia negativa se
encontravam em idade reprodutiva, e a maioria tertiee 15 e 45 anos de idade. Um
estudo realizado em Minas Gerais mostrou que no&es$, incluindo adolescentes, séo
significativamente mais afetadas pela doenca (l0aret al. 2014).

O principal impacto social da infeccao por toxoplase esta associado a
transmissao vertical. Neste caso, o0 parasito pofdetar o feto e causar desde um
comprometimento sistémico assintomatico a um quatirico grave. Um estudo
realizado em Goiania com 246 gestantes identifigoe 74 apresentavam sorologia
negativa para a doenca e destas 16,2% apresergaraconversao durante a gestacao.
Dos 162 recém-nascidos analisados 40,7% foramnsenie infectados por. gondii,
apresentando um ou mais sinais clinicos. A lesataotoi observada em 30,8% delas,
e em 76% dessas criancas com lesdo ocular tamb@m fabservadas complicacdes
neurologicas (Avelino et al. 2014). Nesse estuds, H156 mulheres voluntarias 25%
(289) que relataram aborto espontaneo foram soitofass para a toxoplasmose,
contudo nenhuma analise para investigar as cagsalBaito foi realizada. Este aspecto
epidemiolégico, onde ha uma maior prevaléncia deplasmose em pacientes com
histdria obstétrica de abortamentos também foireada no México (Galvan-Ramirez
et al. 1995). No municipio de Santa Cruz ndo existestudos relacionados a
transmissao vertical da toxoplasmose nem tampoutgrograma de educacdo em
saude voltado para as gestantes, reforcando asiands de priorizar essas mulheres na
politica de educacdo em saude para prevenir a doeng

Outro fator de risco associado a infec¢do pogondiiobservado nesse estudo
foi a auséncia de caixa d’agua nas residéncias.u@icipio de Santa Cruz sofre
constantemente com a falta de dgua em suas cagasddacom que a populacdo
economize e armazene a agua que chega a suasicesd@queles que nao tém caixa
d’dgua costumam armazenar a agua em tanques semasaltom o intuito de
aproveitar também a agua da chuva que escorretgeiblado da casa. Porém esses
tanques ficam sujeitos a contaminacdo ambientalv@sntarios desse estudo que

possuiam gato relataram que seu animal defecasad®icasa (42%), e inclusive em
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cima dos telhados. Os oocistos presentes nas deeese encontram no telhado podem
ser carreados pela chuva e ser depositados nesises, 0 que pode torna-lo uma
fonte de infeccdo caso essa agua venha a ser colassem tratamento adequado pelo
individuo. No Parana, o consumo de agua nao odgime sistema de abastecimento
publico implicou em um maior risco de infeccdo gorgondii (Dias et al. 2011)e
resultado semelhante também foi encontrado em 8&élo,Fonde a falta de tratamento
(filtracdo) da agua para consumo aumentou em 4&sve risco de adquirir a infeccao
(Galisteu et al. 2007).

Nesse estudo, a analise multivariada ndo mostsnciagao entre a toxoplasmose e
a presenca de gatos nas residéncias e, tal resuiacencontra de acordo com outros
estudos realizados no Brasil (Porto et al. 200&kGx al. 2000; Brisighelli, 1998; Silva
et al. 2014). Entretanto a quantidade de gatosptes na residéncia mostrou valores
significativos, aumentando o risco de infeccao pogondij principalmente, quando
existem mais de 3 gatos na casa. Nossos dadosvsbres a um estudo realizado nos
EUA, onde o aumento no risco de infeccdo asso@aerposicao a gatos foi limitado
aos entrevistados que tiveram trés ou mais ani@aiges et al. 2009Existem poucos
trabalhos que relacionam o nimero de gatos comaplEsmose em humanos. Porém,
em fazendas de caprinos, onde ha o costume degetias para evitar a infestacdo de
roedores, foi observado que a infeccao é 1,7 vemés frequente no rebanho quando
existem mais de 10 gatos na fazenda (Cavalcaraé 2008). Da mesma formam
fazendas de gado foi observado que a infeccaoadupdi rebanho quando existem mais
de 3 gatos (Albuquerque et al. 2011). O mesmo liseovado em fazendas de suinos
onde a alta prevaléncia ocorria em solos altameategaminados com oocistos. O
estado de contaminacédo do solo foi significanteeanituenciado pela densidade de
populacdo de gatos (Du et al. 2012). O maior nurdergatos pode estar associado ao
maior numero de oocistos liberados no domicilieedomicilio, que pode refletir em
um aumento no risco de infeccdo. Medidas de hignepriadas tais como eliminagéo
correta das fezes dos gatos, limpeza frequenteaigas de areia e alimentar os gatos
com produtos industrializados ou carne cozida rexugsco de infeccdo (Jones et al.
2001).

O consumo de leite cru / ndo pasteurizado pareges@dum habito comum no

municipio de Santa Cruz, uma vez que apenas 1208%aluntarios relataram ter esse
habito alimentar. Contudo, 76,1% desses voluntamies costumam beber leite cru

mostraram sorologia positiva para a toxoplasmogeesantando uma associacao
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significativa com a infeccdo pdr. gondii apds andlise multivariada. E provavel que
nestes casos ocorra infeccdo pela ingestdo deztdips (contaminacdo do leite de
ruminantes em fase aguda de toxoplasmose) ou distamcno leite devido a
contaminacgao externa do leite por falta de hig#les profissionais responsaveis pela
ordenha.

A transmissao dé&. gondiipela ingestédo de leite cru/n&o pasteurizado dexsab
com toxoplasmose por seres humanos ja foi des@itderatura (Riemann et al. 1975;
Sacks et al. 1982; Chiari e Neves, 1984). Entretargarasito também ja foi isolado do
leite de cabras experimentalmente infectadas cérd3 dias de infeccao (Vitor et al.
1991). Em Séo Paulo, a ingestédo de leite de vaogoasteurizado foi observada em
19,4% da populagdo estudada, e a exposicdo pasafast mostrou diferencas
estatisticas significantes entre as mulheres mflest e ndo-infectadas (Galisteu et al.
2007). Resultados semelhantes também foram endostem Tocantins (Silva et al.
2014) e no Rio de Janeiro (Moura et al. 2013) & daidos observados em diferentes
estados servem de alerta para a vigilancia samitaelhorar a inspecdo do leite
comercializado. Em metanalise publicada recenteerfenbbservado que a ingestao de
leite de bovinos néo esta diretamente associadaisigio de toxoplasmose. Por outro
lado, o autor observou associacao entre toxoplasmaagestdo de leite de caprinos
(Boughattas 2015).

Nosso estudo, pioneiro na regido, e outros traBathalizados no Brasil com
abordagem semelhante mostram a importancia dalastmpse na saude publica. Os
dados obtidos nesse trabalho poderédo contribuir &@alide publica do municipio de
Santa Cruz permitindo estabelecer programas derabentparticularmente para as

gestantes.
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CAPITULO 2

INCIDENCIA DA TOXOPLASMOSE NO MUNICIPIO DE SANTA
CRUZ — RN NO PERIODO DE 2014 A 2015.



4.1. INTRODUCAO

Em epidemiologia, as medidas de frequéncia de uoefigh mais comumente
utilizadas enquadram-se em duas grandes categqmiasaléncia e incidéncia. A
prevaléncia determina a propor¢cao de individuosegi@ acometidos de uma doenca
em um determinado momento do tempo. E, portanta, medida estatica relacionada a
um ponto no tempo, mesmo que a coleta de dadoscmordias, meses ou até anos. Ja
a incidéncia é dinamica e refere-se ao numero @esneventos ou casos novos que
ocorrem em uma populacédo de individuos em riscarderum determinado periodo de
tempo (Wagner 1998).

Em estudos observacionais é comum que os indivielmoseguimento ndo sejam
acompanhados por periodos uniformes de tempo. Alg@do seguidos por meses,
outros por anos e outros ainda podem ser perdml@egliimento. Assim, para levar em
conta os periodos variaveis do seguimento e apasvei maximo de informacao
disponivel utiliza-se uma medida especifica chami@a de incidéncia, também
conhecida como densidade de incidéncia. Essa medidansiderada como a taxa
instantanea de desenvolvimento da doenca por uwidadempo. Para ser calculada
temos no numerador o numero de novos casos em tenmieado tempo e no
denominador a soma do tempo em que cada individiuobservado se encontrando
livre da doenca (Wagner 1998).

Como descrito anteriormente, a toxoplasmose é nfeagédo que, geralmente, se
apresenta assintomatica em individuos imunocomigstenpode induzir uma resposta
imune em longo prazo a qual é suficiente para pieetransmissao transplacentaria
do parasito (Petersen 2007). Para analisar a taxanaildéncia dessa infeccdo, as
informacdes sorologicas dos individuos podem siizadas. Anticorpos IgM séo
produzidos durante o inicio da infeccdo e diminueais rapidamente do que o IgG e
sédo frequentemente a primeira classe de anticalptectada apos infeccdo priméria
(Motoya 2002). Assim, se a soroconversao for datlecem amostras seriadas de soro,
a infeccdo priméaria é confirmada no periodo entréltama amostra negativa e a
primeira amostra positiva.

No entanto, um resultado positivo para IgM pode isggrpretado como um
verdadeiro-positivo em infec¢cdo aguda, um verdadaasitivo em infecgéo cronica ou
como um falso-positivo, isto €, positivo para IgMIgM detectada é inespecifica para
T. gondi) mas negativo para IgG especifica paragondii (IgM*/IgG). Neste dltimo

caso o resultado pode ser influenciado pela presafg fator reumatdide ou
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autoanticorpo. Esses autoanticorpos circulantes,pgaiem ser da classe IgM ou IgG,
sdo reativos contra a porcao Fc (e raramente p&iglpde suas proprias moléculas de
IgG (Laurent et al. 2015), o que leva a alteragdg®nesultados em ensaios soroldgicos.
Assim, a remocdo desse fator pode mostrar a rezdepca de anticorpos IgM
especificos pard. gondii. Além da pesquisa de IgM, a baixa avidez encontpzata
anticorpos 1IgG pode complementar a informacao sabrdeccédo, uma vez que esta
propriedade do anticorpo também é considerado nharcke toxoplasmose recente.

A incidéncia é bastante utilizada em estudos qaéaem a associacao entre uma
doenca e potenciais fatores de risco, podendoptieada para avaliar a efetividade de
programas de prevencdo e controle de doencas (\W4§68). A Austria e a Franca
foram os primeiros paises a estabelecer progranestridgem pré-natal da
toxoplasmose, em 1975, com monitoramento soroldgictestral e, em 1976, com o
monitoramento soroldgico mensal (Aspock e Polle&a®2] Gilbert e Gras 2003), ambos
com o objetivo de instituir medidas preventivasapaulheres soronegativas e assegurar
tanto o diagndstico como o tratamento precoce féagio adquirida durante a gestacéo
(Lopes-Mori et al. 2011).

Outros paises, como a Eslovénia, a Alemanha, aaSaidtalia e a Bélgica,
também realizam uma extensa triagem durante adgavimas tal triagem ndo se
estende a todo o territdrio desses paises (Lekteah £999). O mesmo acontece no
Brasil, onde a triagem pré-natal é sugerida conlitigeopublica ndo obrigatdria devido
a elevada prevaléncia da toxoplasmose maternarigu@e 40%), sendo oferecida
gratuitamente em algumas regides (como Mato Grds<ul, Minas Gerais, Sao Paulo,
Goias, Curitiba — PR e Porto Alegre — RS), com 8Rpeia isolada e protocolos
proprios, mas sem uniformidade nas acfes (Lopesdilaf. 2011).

A anadlise da incidéncia de toxoplasmose por meipedguisa de anticorpo IgM,
soroconversao e/ou baixa avidez de IgG tem siddradzs em diferentes regides do
Brasil. Usando a pesquisa de avidez de IgG, asknciam PCR em liquido amnidtico,
Varella e colaboradores (2009) observaram que, 412 gestantes, a prevaléncia de
toxoplasmose aguda foi de 4,8/1000 mulheres doaGRamde do Sul. Em outro estudo,
das 1151 gestantes do Estado do Parand, posiawvadgG antiT. gondij 29 (1,3%)
delas também apresentavam IgM. Entretanto, todagjessantes IgM positivas
apresentavam IgG de alta avidez; indicativo decggéie tardia (Lopes-Mori et al. 2011).
Um estudo realizado em gestantes de Porto AlegRRS—mostrou que 0s recém-

nascidos, cujas maes tinham alta avidez de Ig@&saptaram sorologia negativa para
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IgM. Entretanto aqueles cujas mées tinham baixdeavile IgG e alto indice de IgM se
mostraram infectados por. gondii, onde o IgM presente no neonato tornou-se o
marcador sorolégico da transmissao transplacen{&&s et al. 2006). Embora a
presenca do IgM seja um parametro usado para adeaguda, algumas mulheres
podem ser falso-positivas e ser submetidas, desseat@mente, ao tratamento
antiparasitariqReis et al. 2006). Uma elevada avidez do anticégf@no 1° trimestre
de gravidez exclui infeccdo recente, dispensandmtamento. Por outro lado, uma
baixa avidez de I1gG anti F gondiindo é conclusivo de toxoplasmose aguda (Petersen
2007).

Como a incidéncia e a prevaléncia da toxoplasm@sena entre diferentes
regides em um mesmo pais, torna-se imprescindibtdr cdados epidemioldgicos

regionais para implantacéo de programas de controle
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4.2. OBJETIVOS

Estimar a prevaléncia da infeccdo recenteTpagondiiatravés da pesquisa de
anticorpos IgM e avidez de IgG em voluntarios doitipio de Santa Cruz —
RN;

Determinar a taxa da incidéncia da toxoplasmose mmonicipio por
soroconversao de IgG;

Determinar a presenca de associa¢ao da sorocoovdgG com os fatores de
riscos relacionados a infec¢cdo pbr gondii encontrados na populagdo deste

municipio de acordo com o Capitulo 1.
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4.3. MATERIAL E METODOS
4.3.1. Area de estudo

Os voluntarios residem no municipio de Santa Cestado do Rio Grande do
Norte. As caracteristicas tanto do municipio corneestado se encontram descritas no

capitulo 1.

4.3.2. Processo amostral

Apo6s determinar a soroprevaléncia da toxoplasmosaumicipio de Santa Cruz
através da pesquisa por IgG (descrito no capitylarha triagem por soros positivos
para IgM foi realizada em todas as amostras. Tanfoénealizada uma avaliacdo da
avidez do anticorpo IgG em todas amostras posipaes IgG (identificadas conforme o
capitulo 1). Aqueles voluntarios positivos apenasaggM (IgM/1gG) e aqueles que
apresentaram sorologia negativa tanto para IgG cpara IgM (IgM/IgG’) foram
acompanhados por um ano. Durante esse periodo i@aimadas mais duas coletas
com intervalo de aproximadamente 6 meses. Estésipantes soronegativos para IgG
(IgM/IgG e IgM'/IgG) foram esclarecidos sobre os objetivos e impoidamo
acompanhamento, bem como dos beneficios e risacpgelés que aceitaram participar
assinaram unTermo de Consentimento Livre e Esclareqidoexos F e G) de acordo
com a resolugédo n°® 466/12 do conselho nacionaladdesdo Ministério de Saude —
Brasilia — DF, e responderam a um questionaricimado aos fatores de risco. As
pessoas que nao aceitaram participar foram comztadéls pelo Termo de Recusa
(Anexo C). Todo o procedimento foi aprovado pelmité de ética da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte (parecer n° 1.266-38nexo H).

4.3.3. Coleta de dados

As informacfes foram obtidas por meio de entresistdilizando-se um
questionario (Anexo 1) adaptado daquele aplicad® \amuntarios do capitulo 1. A
aplicacdo do questionario foi restrita aos voluagsoronegativos para IgG (IgM
IgG e IgM’/ IgG). O questionario continha questbes sobre:

- Variaveis individuais (comportamentais): manigéla do solo, ingestdo de
salada crua, de carne mal passada e de leite cru.

- Caracteristicas da residéncia: aquisicdo de oelidurante o periodo de

acompanhamento.
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Questdes sobre transplantes de Orgaos, transfasf@uisea e ocorréncia de

aborto também foram mantidas no questionario.

4.3.4. Coleta da amostra de sangue

A coleta de sangue foi realizada como descritaapdétalo 1 (item 3.3.4) e ocorreu
apenas nos voluntarios soronegativos (para anadisacidéncia) e IgMIgG (para
confirmar ou descartar uma possivdéccao). O procedimento foi realizado duas vezes
durante um ano para cada voluntario resultandanddamo, em trés amostras de soro
por participante. O soro obtido foi armazenado @C2até a realizacdo do ensaio

imunoenzimatico para analise de IgM e IgG ariti -gondii

4.3.5. Analise soroldgica

Os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram realizadwm Laboratorio de
Toxoplasmose localizado no Instituto de Ciénciasld@jicas (ICB) da Universidade
Federal de Minas Gerais. Os 1540 soros dos patiteg, descritos no capitulo anterior,
foram testados através do ELISA para a deteccdntieorpos IgM especificos para
T. gondii(padronizado neste trabalh@om intuito de diferenciar as infec¢des recentes
e cronicas foi realizado um ELISA para avaliar alex do anticorpo IgG. Tal ensaio
sorologico foi realizado apenas nas amostras Ig6&itiyams. A soroconversdo foi

avaliada usando o ELISA IgG ja descrito no Capifulo

4.3.5.1. Teste de ELISA indirgiara avaliagao de anticorpos IgM

Para a pesquisa de anticorpos IgM foi usada a mletgid de ELISA indireto,
semelhante ao descrito para pesquisa de antictg@oso capitulo 1, exceto pelo uso
de conjugado anti IgM humano. Para se determicanaentracao ideal para os soros e
0 conjugado, foi realizada uma avaliacdo préviduwdes diluicbes de soro (1:50 e 1:100)
e trés diluicbes de conjugado anti — IgM marcadm geroxidase (Sigma — Aldrich:
human anti IgM - A6907) - 1:500, 1:1000 e 1:2000EOSA-IgM foi padronizado
utilizando soros de recém nascidos, com e sem lasmpse congénita (Vasconcelos-
Santos et al 2009). Das 190 amostras de soro Ightiyams foram selecionadas oito
como controle positivo para padronizar o ELISA-Igléilste estudo. Entre os 45 recém
nascidos, em que foi descartada a toxoplasmosetoitagamostras de soro de sete
criancas positivas para IgG e negativas para Iglinfousadas como controle negativo

na padronizacdo do ELISA-IgM. Nestes 45 recém dasciocorreu apenas a
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transmissdo de IgG materna pela placenta pois, Apdseses de vida, todos eram
soronegativas para toxoplasmose e ndo apresentausais clinicos da doenca
(Vasconcelos-Santos et al. 2009).

Os dados absolutos de absorbancia, a 490nm, enicatapldos oito soros
positivos e sete negativos foram transformados édian O “signal-to-ratio” (razéo
S/N), foi calculado pela divisdo da média de ak&ucka dos soros positivos pela média
de absorbancia dos soros negativos (Rajasekariah @001). Considerou-se como
ponto 6timo os valores de SiNais elevados obtidos nas diferentes diluicbesod® &

conjugado.

O ELISA-IgM realizado nas amostras de soro dos M&lQntarios, de forma
semelhante ao ELISA-IgG, teve seuwt off calculado pela média das absorbéancias de
seis amostras de soro negativo para IgM angiondii mais trés desvios-padroes em
cada placa. A média da absorbancia das amosttadasem duplicata foi dividido pelo
valor docut offda placa com o objetivo de determinar o indiceed¢ividade (IR). Os
soros que apresentaram os valores de IR > 1,1 focasiderados positivos. Aqueles
que apresentaram um valor indeterminado, ou seja, @ valor de IR entre 0,9 e 1,1

foram testados novamente para confirmacao do aelult

4.3.5.2. Pesquisa de Fator Reumatoide

Para analisar a presenca de fator reumatéide nast@a® de soros dos
participantes positivos para IgM foi utilizado d Biolatex FR da marca Bioclin. O
protocolo seguiu aquele descrito pelo fabricanteleo2L do soro do participante
foram adicionados a AQ do reagente (suspensédo de latex revestida conhlmina)
presente no cartdo-teste. Apds 2 minutos em movararcular foi realizada a leitura

do cartdo-teste.

4.3.5.3.Teste de ELISA para avaliacao da avidez de anta®igG

Para avaliar a avidez foi utilizada a uréia (6Mnooagente dissociante da ligacao
antigeno-anticorpo. A técnica foi realizada de doocom protocolo descrito por
Colombo (2005), com algumas modificacdes.

As placas foram sensibilizadas e lavadas como itteggara ELISA-IgG no
capitulo 1. Apés secagem das placas, os sorosaprenie diluidos em PBS-T/Caseina
0,25% (diluicdo 1:100), foram distribuidos nos mogda placa. Os soros foram
organizados em duas séries duplicadas na mesns, piadal forma que a metade da
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placa (colunas 1 a 6) foi uma réplica idéntica daaometade (colunas 7 a 12). Apés
adicionar os soros, a placa foi incubada por 45utogia 37°C. Em seguida, 0S Soros
foram desprezados e a placa foi submetida a unendgquatro lavagens. A primeira
lavagem foi realizada em todos os pocos utilizaB83d. Na segunda lavagem foram
utilizadas duas solugcbes, uma composta por PBSs&iffa 0,25% a qual foi adicionada
as colunas de 1 a 6 (10poco), e outra composta por uréiel (em PBS-T/Caseina
0,25%), a qual foi adicionada as colunas de 7 @Q@.L/poc¢o). Essa lavagem ocorreu
sob agitacdo (300rpm) por 5 minutos. As outras danegens também ocorreram sob
agitacdo por 5 minutos, porém em todos os pocosadaionada a solugcdo PBS-
T/Caseina 0,25%.

Apés as lavagens, foi adicionado em cada poco deaplO@l do conjugado
humano anti-IgG marcado com peroxidase (Sigma +idkidhuman anti IgG - A6029).
O conjugado foi previamente diluido em PBS-T/Cased25%, na proporcado de
1:5000. A partir da adicdo do conjugado o procedimdoi idéntico ao descrito
anteriormente para o teste de ELISA convencionsdrite no capitulo 1.

A avidez do anticorpo IgG foi calculada como a cagétre a absorbancia media
para cada soro obtida nos pocos tratados com (Kk&iapela absorbéancia média dos
pocos nao tratados (A) expressos em porcentagenA XULOO (Cozon et al. 1998).
Segundo Buery e colaboradores (2014), valores idezay 50% indicam toxoplasmose
cronica, enquanto valores < 50% sugerem infecgéante. Outros autores também tem
utilizado este ponto de corte (50%) na interpretagd avidez de anticorpos IgG
(Holliman 1994; Robert-Gangneux 1998; Mechain et2800; Colombo et al. 2005;
Montoya 2002; Mattos et al. 2011).

4.3.5.4 Ensaio imunoenzimatico para avaliar a soroconvergé@@nticorpos IgG

Para analisar a soroconversdo dos participantespaethados nesse estudo foi
realizado um ensaio soroldgico para deteccdo de &HGuiu-se o mesmo protocolo
descrito no capitulo 1.
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4.3.6. Analise estatistica

O programa Epidata (versao 3.1) foi utilizado pgesar um banco de dados com
base nas informacdes obtidas nos questionariosseresultados soroldgicos. Para
analise dos dados foi utilizado o programa STATAs&e 10.0. Para a analise
epidemioldgica do tipo longitudinal foi utilizado maodelo de regressdo de Cox, que
permite a analise de dados provenientes de estiedi@snpo de vida, em que a resposta
€ 0 tempo até a ocorréncia de um evento de ine(€sosimo e Giolo 2006). Este
modelo fornece as estimativas das razfes de r8ctempo de sobrevivéncia foi
contado a partir do estudo transversal, considet@uipo zero. Na analise univariada,
foram comparadas todas as variaveis do estudop ssgldcionadas para compor o
modelo inicial aquelas que apresentaram assocestatistica (p < 0,25). Para analise
multivariada utilizou-se o nivel de significancia @,05, isto €, as variaveis que
apresentaram p > 0,05 foram retiradas do modelsopapasso. As taxas de incidéncia
foram estimadas para cada momento de avaliacdoatec Nos denominadores das
taxas foram utilizados pessoa-tempo de acompanhaneemtervalo de confianca de
95%.
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4.4. RESULTADOS
4.4.1. Analise da prevaléncia da infeccao pdr. gondii através da pesquisa dggM

Para padronizar o ELISA-IgM foram utilizados sords oito criangas com
toxoplasmose congénita (IgM positivas pelo testd=A&NIDAS) e sete soros de
criancas sem toxoplasmose congénita (IgM negativApps testar as diferentes
diluigdes (Figura 8) concluiu-se que as melhoresentracdes de soro e de conjugado
com capacidade de melhor distinguir os soros IgBitpos dos IgM negativos foi de
1:50 e 1:500, respectivamente (S/N = 9,1).

9,16 1 *9,1 7,5

0,14 1

0,12 4

01 7

0,08 4

0,06 +°

Absorbancia 490 nm

004

002 +

Soro 1;50  1;100 1:50 1:100 150 1;100

Conjugado 1:500 11000 1:2000

W Nepativos | Positivos

Figura 8. Concentragao ideal de soro e de conjugado widzao ELISA-IgM. Os
valores acima das colunasignal-to-ratio- S/N) indicam a razdo entre a média de
absorbancia de oito soros positivos (azul) pelaianéd absorbancia de sete soros
negativos (vermelho). Optou-se pelas diluicbes omaior valor S/N, ou seja, S/IN
=9,1.
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Apoés padronizacdo do ELISA para detectar anticorghdé anti-T. gondii e
aplicacdo desse protocolo nas amostras de sorervolisse que dos 1540 voluntérios,
70 (4,5%) foram positivos para ELISA-IgM. Destesy@ também foram positivos para
o fator reumatdide, sendo excluidos das analiseprdealéncia. Todos o0s nove
voluntarios positivos para o fator reumatéide epravenientes da area Paraiso (Tabela
18). Soros de 55 (3,6%) dos 1540 voluntarios a&mtasam resultado inconclusivo pelo
ELISA-IgM (IR entre 0,9 e 1,1) mesmo apoés repetiddoteste e ndo tiveram seus
dados inseridos em qualquer uma das analises dalg@meia de anticorpos IgM anfi-
gondii. Sendo assim, 61 voluntarios (4,0%) apresentacapiaglia conclusiva positiva
para IgM, onde o IR foi superior a 1,1. Desses naltios, 26,2% (16/61) apresentaram
resultado IgM positivo e IgG negativo, e 73,8% {45/ apresentaram sorologia

positiva tanto para IgM como para IgG (Tabela 18).

Tabela 18 Distribuicdo dos voluntarios IgMpor area no municipio de Santa Cruz —
RN. A presenca do fator reumatoéide foi observad® emmostras.

Area N . . . Presenga do Fator
Sorologia oM /1gG oM /19G Reumatéide
Centro 13 2 0
Paraiso 24 8 9
DNER 3 1 0
Maracuja 0 2 0
Cdnego Monte 5 3 0
TOTAL 45 16 9

Daqueles 16 participantes com sorologia positivenap para IgM, trés aceitaram
0 acompanhamento soroldgico por um ano para detetxdgG, permitindo confirmar
a infeccdo porT. gondii isto é, todos os trés voluntarios apresentaranveredo
sorologica para IgG apdés um ano de avaliagiiaavidez de IgG nessas amostras
mostrou uma variacdo de 68,9% a 86,4% (alta avicmnpativel com toxoplasmose
cronica). Esses soros tinham um intervalo de 6 snesie a primeira amostra negativa
e a segunda positiva para IgG. Ap6s 12 meses daeipai coleta, o IgM ainda se
mostrava presente nesses trés voluntarios. Quandoterizados em relagdo aos cinco

fatores de risco identificados no capitulo 1, obserse que os trés voluntarios
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acompanhados tinham em suas residéncias caixaad(agenas um voluntario relatou
auséncia de tampa na caixa d’agua), ndo possuiarm @& suas residéncias e nao
ingeriam leite cru. Porém esses voluntarios aptagam baixo grau de escolaridade e
idade superior a 30 anos, 0 que aumenta signifaratnte a chance de adquirir a

infeccdo (Tabela 19). Os trés voluntarios erameso $eminino.

Tabela 19 Caracteristicas dos trés voluntarios IgNgG (acompanhados por um ano
para confirmacdo da soroconversdo de IgGfle suas respectivas residéncias em
relacéo aos fatores de risco identificados no nipioicle Santa Cruz — RN.

L. Idade Grau de Presenca de Quantidade Ingestédo de
Voluntario . . . )
(anos) escolaridade caixa d"agua de gatos leite cru
1 51 Até a 82 série Sim Nenhum N&o
2 39 Até 42 série Sim Nenhum Nao
3 45 Analfabeto Sim Nenhum Nao

4.4.2. Identificacdo, pela analise da avidez de Ig@as infeccbes recentes e crénicas
causadas pofToxoplasma gondii

A classificacdo da infec¢do pdr gondiiem recente e crdnica nos voluntarios
com sorologia IgMIgG" baseou-se na avidez do anticorpo IgG. A analisgtnmo que
2% dos voluntéarios apresentaram indicios de infeceéente, ou seja, a avidez de IgG
foi inferior a 50%. A maioria dos voluntarios (69%presentou avidez superior a 81%
(Figura 9), indicando que um numero significative plarticipantes se encontra em
estado cronico da infeccao.

Dos 45 voluntarios que apresentaram sorologiaipagdnto para IgM como para
IgG (IgM™/IgG"), apenas 2% apresentaram caracteristicas de dofgecente, ou seja,
além da presenca de IgM a avidez do anticorpo lgyQnferior a 50% (Figura 10).
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Figura 9. Frequéncia de voluntarios I'/lgM" que se encontra co
infeccdo recente (avidez < 50 %) e com infeccanicad(avidez> 50%) por
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4.4.3. Andlise da incidéncia da toxoplasmose pelareconversao de IgG
4.4.3.1. Distribuicdo dos voluntérios soronegativgsor area e por coleta

Para analise da taxa de soroconversao foram gsedeltie 520 voluntarios
soronegativos para ELISA-1IgG cujas informacdeslégicas foram obtidas a partir dos
resultados do capitulo 1. Desses voluntarios, 384¢0) aceitaram o acompanhamento
soroldgico, porém, apenas 237 participantes sentias@m em suas residéncias no
momento das visitas domiciliares, possibilitandsegunda coleta (Figura 11; Tabela
20).

Estudo transversal
12 coleta
{1540 voluntarios)

|

Voluntarios Voluntarios
soropositivos soronegativos
(1020) (520)
________________ Perda 133 recusas
{283) i\lESO ndoencontrados
( 22 coleta h
Estudo de coorte
\ (237) y

Perda
(55)

(" 3% coleta

Estudo de coorte
\ (182) y

Figura 11. Delineamento do estudo para analise de sorocomversa
de IgG

Tabela 20 Distribuicdo dos voluntérios soronegativos poe&egelo niumero de coletas
posteriores no municipio de Santa Cruz — RN.

Numero de pessoas (%)

Area
12 coleta 22 coleta 3?2 coleta
Centro 48 (12,4) 32 (13,5) 31 (17,0)
Paraiso 169 (43,7) 72 (30,4) 60 (33,0)
Conego Monte 60 (15,5) 57 (24,0) 35(19,2)
Maracuja 43 (11,1) 40 (16,9) 26 (14,3)
DNER 67 (17,3) 36 (15,2) 30 (16,5)
Total 387 237 182
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4.4.3.2. Caracteristicas dos voluntarios acompanhad (N = 237)

A amostra foi composta por 80,6% de voluntariosexo feminino e 19,4% do
sexo masculino. A maioria (58,2%) apresentou idgdal ou superior a 30 anos e
63,7% dos voluntarios tinham grau de escolaridaderior a 82 série do ensino
fundamental. Para a analise estatistica, as ciees &lo municipio de Santa Cruz foram
reorganizadas em duas categorias de acordo coavalgmcia da toxoplasmose. Assim,
43,9% dos voluntérios residiam na area Centro diBar(prevaléncia de toxoplasmose
entre 67,7% a 70,2%) e 56,1% residiam na area ©@0melylaracuja / DNER
(prevaléncia de toxoplasmose entre 59,2% a 64,Tétela 21).

4.4.3.3. Caracteristicas das residéncias dos volanibs (N = 219)

A visita foi realizada em 219 residéncias cuja eefaimiliar predominante foi de
até 2 salarios minimos. As residéncias apresentasansua maioria, piso revestido por
ceramica ou cimento, e 89,9% das residéncias apeesen quintal cuja limpeza era
realizada diariamente. O quintal com piso misto, seja, parte composto por
areia/barro/terra e parte por cimento/ceramicaphservado em 50,2% das casas. A
presenca de caixa d’agua foi observada em 92,4%edaencias, das quais 58,6%
eram cobertas. Em relacdo ao numero de gatos $eredda a presenca de 1 a 2 gatos

em 48,7% dos domicilios visitados (Tabela 22).

Tabela 21 Caracteristicas individuais dos voluntarios acarhpdos no municipio de
Santa Cruz — RN, 2014 - 2015.

Variaveis N =237 %
Sexo

Feminino 191 80,6

Masculino 46 19,4
Area

Centro / Paraiso 104 43,9

Coénego / Maracuja / DNER 133 56,1
Idade

>13e<30 99 41,8

>30 138 58,2
Grau de escolaridade

< 82 série do ensino fundamental 151 63,7

> 82 série do ensino fundamental 86 36,3
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Tabela 22 Caracteristicas das residéncias dos voluntariasmpanhados no
municipio de Santa Cruz — RN, 2014 — 2015.

Variaveis N =219 %
Renda familiar

Até 2 salarios 171 78,3

Acima de 2 salarios 48 21,7
Piso da casa anterior *

Cimento, ceramica 185 84,4

Barro, terra, areia 17 7.8

N&o se aplica 17 7.8
Quintal

Sim 196 89,9

Nao 23 10,1
Piso do quintal

Cimento ou ceramica 109 49.8

Misto 110 50,2
Limpeza do quintal

Diariamente 158 72,3

Semanalmente 52 23,5

Esporadicamente 9 4.2
Tem caixa d"agua

Sim 202 92,4

Nao 17 7.6
A caixa d"agua € coberta

Sim 129 58,6

Nao 90 41,1
Tem ou teve gato

Sim 115 48,5

Nao 104 51,5
Quantos gatos tém atualmente

Nenhum 46 40

1-2 56 48,7

> 3 13 11,3

* Para quem relatou ter morado em outra casa.
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4.4.3.4. Aspectos comportamentais e alimentares daduntarios (N = 237)

A ingestao de salada crua foi relatada por 85,6%vadtuntarios, dos quais 47,3%
tinham o habito de ingerir essa salada fora de. @asaanipulacédo do solo foi relatada
por 19,4% dos voluntarios, e destes, 16,4% naocansdnvas durante a atividade. Em
relacdo a fonte de agua para consumo, 63,3% doatéadbs bebiam agua sem nenhum
tipo de tratamento (fervura ou filtracdo), e a maiaos participantes (69,2%) ja havia
consumido agua proveniente principalmente de pBguocos relataram ter utilizado
para consumo agua de rio (3,4%), de caminhédo Rip&d) e de acude (3%). A ingestao
de leite cru / ndo pasteurizado de gado foi retapant 6,3% voluntarios (Tabela 23).

A ingestao de carne crua ou mal passada foi relgiad 19,8% dos voluntarios,
0S quais preparavam a carne no mesmo dia em quaa@eeim. A carne bovina crua ou
mal passada foi a mais citada, sendo consumide@os os participantes que relataram
ter esse comportamento alimentar (Tabela 23).

A maioria dos 115 voluntarios que tinha gato relajoe seu animal ficava dentro
e fora de casa, e que dormia em sua cama (15,5%)cadeira/sofa (36,1%). Os gatos
(40,6%), geralmente, defecavam na rua e 45,6% ddiipantes (que tinham ou néo
gato) declararam que esses animais entravam encaseas Aqueles gatos (11,9%) que
defecavam numa caixa de areia dentro de casa tirtum®s fezes retiradas pelos

proprietarios, que frequentemente ndo usavam I(hasela 23).

Tabela 23 Caracteristicas comportamentais e alimentares udokintarios
soronegativos acompanhados no municipio de Santa-COrRN, 2014 — 2015.

Variaveis N =237 %

Variaveis relacionadas a ingestédo de oocistos e tagpitos
Come salada crua

Sim 203 85,6

Nao 34 14,4
Come salada crua fora de casa

Sim 112 47,3

Nao 91 38,4

N&o se aplica 34 14,3
Freg. come salada fora de casa

Uma vez ou mais 32 1,0

Menos de uma vez 21 8,7

Nao lembra 59 24,9

Nao se aplica 125 52,7
Manipula terra

Sim 46 19,4

Nao 191 80,6
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Como manipula a terra
Com luvas
Sem luvas
Nao se aplica
Agua que bebe
Torneira
Filtrada/Fervida
Mineral
Bebe/Bebeu agua de poco
Sim
Nao
N&o sabe
Bebe/bebeu agua de rio
Sim
Nao
N&o sabe
Bebe/bebeu agua de caminhao pipa
Sim
Nao
N&o sabe
Bebe/bebeu agua de acude
Sim
Nao
N&o sabe
Costuma  beber leite cru/néo
pasteurizado
Sim
N&o

Variaveis relacionadas a ingestéo de cistos

Costuma comer carne crua
Sim
N&o
Como prepara a carne(apenas crua)
Congela
Prepara no dia que compra
As duas opcoes
N&o sabe
Costuma comer carne bovina
crua/mal passada
Sim
N&o
N&o se aplica
Costuma comer carne suina
crua/mal passada
Sim
N&ao
N&o se aplica
Costuma comer carne de bode ou
carneiro crua/mal passada
Sim

39
191

150
45
42

164

67

78

151

144
6
87

121
7
109

15
222

47
190

27
112
39
59

47
0
190

14
33
190

10

3,0
16,4
80,6

63,3
19,0
17,7

69,2
2,5
28,3

3,4
32,9
63,7

2,5
60,8
36,7

3,0
51,0
46,0

6,3
93,7

19,8
80,2

11,4
47,3
16,5
24,9

19,8
0,0
80,2

5,9
13,9
80,2

4,2
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Nao 37 15,6
N&o se aplica 190 80,2
Costuma comer carne de frango
crua/mal passada

Sim 19 8,0
Nao 28 11,8
N&o se aplica 190 80,2

Caracteristicas comportamentais dos voluntarios emelacdo a gatos
Onde o gato ficava/fica*

Dentro de casa 10 4,5

Dentro/fora de casa 105 48,0

N&o se aplica 104 47,5
O gato dormia/dorme na cama*

Sim 34 15,5

Nao 81 37,0

N&o se aplica 104 47,5
O gato dormia/dorme na cadeira*

Sim 79 36,1

Nao 36 16,4

N&o se aplica 104 47,5
Vocé brincava/brinca com o gato

Sim 76 34,7

Nao 39 17,8

N&o se aplica 104 47,5
As fezes do gato eram/sao recolhidas

Com luvas 5 2,5

Sem luvas 21 9,5

N&o se aplica 193 88,0
O gato defecava/defeca na rua*

Sim 89 40,6

Nao 26 11,9

N&o se aplica 104 47,5
Ver gatos na vizinhanca

Sim 222 93,7

Nao 10 4,2

N&o sabe 5 2,1
Os gatos entram na sua casa*

Sim 100 45,6

Nao 80 36,7

N&o sabe 39 17,7

* Andlise realizada por residéncia (N=219)

4.4.3.5. Sinais clinicos relatados pelos voluntaso

A gueixa na visao foi relatada por 76,4% dos vatas. Nenhum participante
realizou transplante de 6rgdos, porém 15 volurgaalizaram transfusdo sanguinea
(Tabela 24).
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Tabela 24. Ocorréncia de problemas de viséo, transplantésgieos e transfusao
de sangue nos voluntarios do municipio de Santa €RIN, 2014 — 2015.

Ocorréncia N = 237 %

Tem queixas na visao

Sim 181 76,4

N&o 56 23,6
Fez algum transplante

Sim 0 0,0

Nao 237 100

N&o respondeu 0 0,0
Fez transfuséo

Sim 15 6,3

Nao 222 93,7

N&o respondeu 0 0

4.4.3.6. Acompanhamento: segunda coleta

A obtencdo da segunda amostra de sangue ocorrell eses apos a primeira
coleta. Dos 387 voluntarios, 237 (61,2%) se enewatn em suas residéncias
possibilitando o acompanhamento sorolégico. O engaunoenzimatico realizado
identificou a soroconversdo de IgG em Bluntarios (5,1%). Um voluntario
apresentou soroconversao ap0s 4 meses e outro €s rapés a primeira analise. A
avidez do anticorpo 1gG nessas duas amostras fav @6 e 40,5%, respectivamente,
indicando infeccdo recente. No intervalo de tempo6d- 7 meses, apds a primeira
coleta, foi identificada a soroconversdo em outr@ge voluntarios, cuja avidez variou
de 75,6% a 100%. Dos 12 voluntarios, sete apresentaorologia positiva para IgM
(Tabela 25). Apenas um participante, o voluntariod® tabela 25, apresentou
soroconversao de IgM identificada na 22 coletaatgyge, apesar de IgG negativa. Sua

soroconverséao foi confirmada posteriormente nal&ta pela positividade para IgG.
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Tabela 25 Caracteristicas soroldgicas dos voluntérios doicipio de Santa Cruz — RN
que apresentaram soroconversao no intervalo d& #heses apos a primeira analise.

Voluntario Soroconversdo ELISA —IgM Avidez - I9G (%) Perfil sorologico

1 4 meses Sim 27,6 Fase aguda
2 5 meses Nao 40,5 Fase aguda
3 6 meses Sim - Fase aguda
4 6 meses N&o 75,6 Fase cronica
5 6 meses Sim 80,7 Fase crbnica
6 6 meses Sim 86,2 Fase cronica
7 6 meses Sim 86,5 Fase cronica
8 6 meses N&o 89,0 Fase cronica
9 6 meses Sim 90,5 Fase crbnica
10 6 meses N&o 90,8 Fase cronica
11 6 meses N&o 94,6 Fase cronica
12 6 meses Sim 100 Fase cronica

4.4.3.7. Acompanhamento: terceira coleta

A terceira coleta da amostra de sangue ocorreus@sregpo0s a segunda coleta e o
acompanhamento soroldgico continuou mesmo em pgasieque apresentaram
soroconversdo na segunda coleta. Participaram ddssea etapa 182 voluntarios
(47%) e o0 ensaio imunoenzimatico realizado nessamstaas identificou a
soroconversdao em um voluntario (0,5%). O ELISA d&tectou IgM no soro desse
participante o qual apresentou IgG de alta avid®z00). O voluntério que apresentou
sorologia positiva apenas para IgM na segunda adlatluntario 3 da tabela 25)
também foi acompanhado nesse terceiro moment&l¢SA identificou a presenca de
IgG cuja avidez foi de 100%. Os outros voluntagas apresentaram soroconversao na
coleta anterior exibiram nessa terceira analisadea do 1gG variando de 91% a 100%
e 0 IgM ainda pdde ser detectado no soro de 2 slesdentarios. Ao final do estudo
foram identificadas, portanto, 13 soroconversoes.
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4.4.3.8. Taxa de incidéncia

Avaliando os voluntarios acompanhados, a incidédeianfec¢do poil. gondii
estimada foi dé,2/1000 pessoas/més no inicio do acompanhamermtd (heses). Na
terceira coleta (acima de 7 meses) a incidéncianfdecdo reduziu para 2,3/1000
pessoas/més. A incidéncia geral, observada durantestudo, foi de 6,8/1000
pessoas/més (Tabela 26).

Tabela 26 Taxa de incidéncia da infeccao pooxoplasma gondino municipio de
Santa Cruz — RN.

Tempo em risco Evento: Incidéncia
Tempo (meses (pessoa/més)  soroconversao  x1000/més IC 95%
0-7 1458,5 12 8,2 4,6 -14,5
>7 228,9 1 2,3 0,3-16,5
Total 1887,4 13 6,8 40-119

4.4.4. Soroconversao associada aos fatores de risetacionados a infeccéo poil.
gondii
4.4.4.1. Caracteristicas dos voluntarios

Dos voluntarios que apresentaram soroconversao3,BYH residiam na area
Paraiso, 3 (23,1%) na area Conego Monte, 2 (15n08yea Centro e 1 (7,7%) na area
Maracuja. Desses voluntarios, 11 (84,6%) eram deo skeminino, 10 (77%)
apresentavam idade superior a 30 anos, 10 (77%areum até a 42 série do ensino
fundamental e apenas 1 (7,7%) relatou ingerir leite Em relacdo as caracteristicas
das residéncias, 4 (31%) nado tinham caixa d"agu#34%) possuiam gatos, inclusive

um das residéncias possuia 3 gatos (Tabela 27).
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Tabela 27 Caracteristicas dos voluntarios que apresentaramcanversao para

anticorpos IgG anti Foxoplasma gondié de suas respectivas residéncias em relacao

aos fatores de risco identificados no municipi®&édata Cruz — RN.

Voluntario Idade Grau 'de Pr'esen'(;'a de Quantidade Inggstéo de

(anos) escolaridade caixa d"agua de gatos leite cru

1 20 Até a 82 série Nao 1 Nao

2 21 Até a 42 série Sim Nenhum N&o

3 27 Até a 82 série Sim Nenhum Sim

4 34 Até a 42 série Sim Nenhum N&o

5 40 Até a 42 série Sim 1 Nao

6 50 Até a 42 série Nao Nenhum Nao

7 57 Analfabeto Sim Nenhum N&o

8 60 2° grau Sim Nenhum N&o

9 63 Até a 42 série Sim Nenhum N&o

10 64 Analfabeto N&o 1 N&o

11 71 Analfabeto N&o 3 N&o

12 75 Analfabeto Sim Nenhum N&o

13 85 Analfabeto Sim Nenhum N&o

4.4.4.2. Modelo deCox
4.4.4.2.1. Andlise univariada das caracteristicadividuais dos voluntarios

Para esta andlise foram selecionadas, inicialmestearidveis que tiveram nivel
de significancia (p<0,25) para compor o modeloiahicConsiderando as variaveis
relacionadas as caracteristicas dos voluntariass@®bservou diferenca entre os sexos,
porém entre as &reas analisadas foi encontradaassariacdo (p <0,25) entre os
voluntérios que residem na area DNER / Maracuj@®nego Monte e aqueles que
residiam na &rea Centro / Paraiéssociacdo também foi observada entre as categorias
do grau de escolaridade, mostrando uma menor mépate individuos infectados
guando estes tinham, no minimo, até a 82 sérimsioefundamental. Além disso, foi
observado que individuos com idade igual e acirfB@ anos apresentaram maior risco
de adquirir a infeccdo quando comparados com agjeefa faixa etaria era inferior a
30 anos (Tabela 28).
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Tabela 28 Analise univariada das caracteristicas dos 23umatios do
municipio de Santa Cruz — RN, 2014 — 2015.

Variaveis

Univariada HR
(IC95%)

Sexo
Feminino
Masculino

Area
Centro / Paraiso

DNER / Maracuja / Cénego

Idade (anos)
>13e<30
>30

Grau de escolaridade

1,0 (0,2 — 4,7)

0,6 (0,3-1,1)

1,5 (0,8 — 2,8)

< 82 série do ensino fundamental

> 82 série do ensino fundamental

0,5 (0,3 —1,0)

0,96

0,13

0,24

050,

4.4.4.2.2. Anélise univariada das caracteristicas desidéncias dos voluntarios

Em relagdo as caracteristicas das habitac6es,vobsse associacd < 0,25)

entre aquelas residéncias que possuiam quintasgp@g era revestido por cimento ou

ceramica e aquelas que apresentavam um quintabisanmisto (Tabela 29).

Tabela 29 Analise univariada das caracteristicas das 21B@lémsias dos
voluntarios do municipio de Santa Cruz — RN, 202015.

Variaveis

Univariada HR (1C95%)

P

Renda familiar
Até 2 salarios
Acima de 2 saléarios
Piso da casa anterior *
Cimento, ceramica
Barro, terra, areia
Quintal
Nao
Sim
Piso do quintal
Cimento ou ceramica
Misto
Limpeza do quintal
Diariamente
Semanalmente
Esporadicamente/Nunca

1,0 (0,3 — 3,6)

1,0(0,1-7,4)

1,3 (0,3 - 6,0)

0,3(0,0-1,3)

0,3 (0,03 — 2,4)
0,9 (0,1 — 8,8)

0,96

960,

0,73

0,09

0,26

0,96
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A caixa d"agua € coberta

Sim

N&o 0,7 (0,2-2,3) 0,55
Tem ou teve gato

N&o

Sim 0,7 (0,2-2,0) 0,46
Quantos gatos tém atualmente

Nenhum

1-2 2,8 (0,3 — 26,6) 0,38

> 3 3,7 (0,2 — 58,5) 0,36

* Para quem relatou ter morado em outra residéncia.

4.4.4.2.3. Andlise univariada dos aspectos compuetstais e alimentares dos
voluntarios

O comportamento dos voluntarios em beber agua satiantento mostrou um
aumento no risco da infeccdo quando ocorria a iAgede agua proveniente do
caminhao pipa. A analise também mostrou um maseorguando voluntarios faziam a
ingestao do leite cru/nédo pasteurizado de vaca. @agao a infecgdo pdioxoplasma
e 0 comportamento dos voluntarios em relagdo asga® observou valores
significativos (p < 0,25) entre aqueles voluntargpge brincavam com seu animal e
permitiam que o gato dormisse em sua cama e aquelesndo tinham esse
comportamento. Outra varidvel que mostrou nivedigeificancia foi o comportamento

invasivo dos gatos nas residéncias (Tabela 30).
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Tabela 30 Andlise univariada das caracteristicas comporttaiger alimentares
dos voluntarios do municipio de Santa Cruz — RN4202015

Variaveis Univariada HR (1C95%) P

Variaveis relacionadas a ingestdo de oocistos/tagoitos

Come salada crua

N&o

Sim 0,9(0,2-3,9) 0,84
Come salada crua fora de
casa

N&o

Sim 0,6 (0,2-2,0) 0,37
Manipula terra

Nao

Sim 1,3(0,3-4,6) 0,72
Agua que bebe

Mineral

Torneira 1,9 (0,4-8,9) 0,40

Torneira/Filtrada/Fervida 0,5 (0,04 - 5,8) 0,60
Bebe/Bebeu agua de poco

N&o

Sim 0,8 (0,3-2,8) 0,80
Bebe/bebeu agua de rio

Nao

Sim 1,8 (0,5-5,8) 0,34
Bebe/bebeu agua de
caminh&o pipa

N&o

Sim 3,2 (0,7 — 14,5) 0,14
Bebe/bebeu agua de acude

N&o

Sim 1,4 (0,5-4,5) 0,55

Costuma beber leite cru/nédo
pasteurizado
Nao
Sim 1,4 (0,2 -10,8) 0,75

Variaveis relacionadas a ingestéo de cistos

Costuma comer carne crua/mal

passada

Nao

Sim 0,8 (0,2-3,9) 0,84
Como prepara a carne(apenas crua)

Congela

Prepara no dia que compra 1,0 (0,2 -3,9) 0,95
As duas opcoes 0,5(0,0-2,5) 0,40
Costuma comer carne bovina

crua/mal passada
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Nao

Sim 0,9 (0,2-3,9) 0,84
Costuma comer carne suina

crua/mal passada

Nao

Sim 1,6 (0,2-12,5) 0,65
Costuma comer carne de bode

crua/mal passada

Nao

Sim 1,9 (0,3 -15,4) 0,51
Costuma comer carne de frango

crua/mal passada

Nao

Sim 1,0 (0,12 —7,5) 0,98

Caracteristicas comportamentais dos voluntarios emelacéo a gatos

O gato dormia/dorme na cama*
N&o
Sim

O gato dormia/dorme na cadeira*
Nao
Sim

Vocé brincava/ brinca com o gato
N&o
Sim

As fezes do gato eram/séo recolhidas
Com luvas
Sem luvas

O gato defecava/defeca na rua*
N&o

3,5 (0,6 — 20,9)

1,7 (0,2 — 15,4)

2,9 (0,5-17,3)

0,2 (0,0 — 3,3)

Sim 2,0 (0,34 — 12,2)

Os gatos entram na sua casa *
Nao
Sim

2,3 (0,6 -8,7)

0,17

0,63

0,25

0,26

0,43

0,22

* Analise realizada por residéncia (N=219).
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4.4.4.2.4 Andlise univariada da ocorréncia dos sinais clirsico
A analise logistica univariada multinivel mostrogsaciacdo significativa
(p <0,25) entre os participantes que relataramxguea visdo e aqueles que nao

relataram (Tabela 31).

Tabela 31 Analise univariada das ocorréncias de sinais adii
relacionados a infeccéo por gondiiem voluntarios do municipio de
Santa Cruz — RN, 2014 — 2015.

Univariada HR

Ocorréncia (1C95%) P
Tem queixas na visao
N&o
Sim 2,3(0,7-17,2) 0,16
Fez transfuséo
N&o
Sim 1,3(0,1-11,2) 0,83

4.4.4.2.5. Analise multivariada

Apoés selecionar as variaveis com p < 0,25, a anddigistica multivariada foi
realizada, contudo nenhuma variavel permaneceuatelm final associada a infeccao
por T. gondii
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4.5. DISCUSSAO

O principal problema no diagndstico da toxoplasnaageda usando a pesquisa de
IgM € o longo periodo de permanéncia destes aptisono organismo humano (Bobic
et al. 1991). Como consequéncia, a simples presinaaticorpos IgM especificos para
T. gondiin&o indica necessariamente uma infeccdo aguder¢Ert2007). A pesquisa
de anticorpos IgA € uma ferramenta mais adequaddemtificacdo de toxoplasmose
aguda por ser detectada mais precocemente queDgbbster et al, 1992, Paul et al.
2001). Além disto a pesquisa de IgA sofre poucanemhuma interferéncia quando
pesquisada em pacientes com fator reumatoide acogris antinlcleo. A pesquisa
deste anticorpo nos voluntarios de Santa Cruz, pdera, no futuro, auxiliar na
compreensao dos resultados obtidos pela pesquilgdde

A pesquisa de anticorpos IgM pafa gondii identificou 4,0% de voluntarios
positivos no municipio de Santa Cruz, RN, nos ades2014 a 2015. Silva e
colaboradores (2014) observaram que a prevaléraria [gM anti —T. gondii em
Gurupi, no estado de Tocantins foi de 5,7%. Estésres também observaram que a
prevaléncia para IgG anti ¥ gondiina mesma populacédo foi de 68,7%, resultado
compativel aos 66,2% observados no presente eftadiulo 1). Em contrapartida, os
resultados da pesquisa de IgM devem ser analisamoscautela considerando que a
analise da prevaléncia da infeccdo recente Tpogondii através da pesquisa deste
anticorpo ndo € uma ferramenta adequada para ssiyitiemiologicos, uma vez que
IgM, além de apresentar uma reducgdo relativamep&la da sua concentracdo no
sangue de alguns pacientes, pode também apresardgrersisténcia por varios meses
OU anos em outros pacientes ja em fase cronicaoxigplasmose. Este fato foi
observado nesse estudo, onde trés voluntariosesgpaeam sorologia positiva para IgM
mesmo apoés periodos superiores a 12 meses dedofdegrtanto, a presenca de IgM
nem sempre € um indicativo de infeccao recente dMiao et al. 2000). Uma andlise
mais apropriada consiste em associar a presenggMleeom a presenca de outro
anticorpo, como o IgG (Montoya 2002). Em nosso destioram identificados 16
individuos com sorologia positiva apenas para I§Monfirmacao da infeccdo ocorreu
apos acompanhamento soroldgico desses voluntagqas permitiu detectar, durante o
acompanhamento, o surgimento de anticorpos IgG- anti gondii indicando
soroconversao nos participantes acompanhados.

A determinacéo da avidez do anticorpo IgG é umamsad ferramenta utilizada

para distinguir infeccbes recentes e crbnicas. Bamb utilizada por alguns autores
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para determinar a incidéncia da toxoplasmose. Boesi e colaboradores (2015),
utilizando essa ferramenta encontraram uma incidéde 1,6% em estudantes da
cidade de Assis — SP, com projecao anual da inciaéle 3,2% na populacéo estudada.
Baseado na avidez do anticorpo IgG, associada@a péesenca do IgM, encontramos
em nossa analise 2% dos voluntarios apresentaratirajsugestivo de toxoplasmose
recente, ou seja, apresentaram uma avidez de fgftoma 50%.

Para determinar a incidéncia da toxoplasmose pocsoversao de IgG anti'-
gondii em Santa Cruz, foi realizado o acompanhamentolégpco dos voluntarios
soronegativos durante, aproximadamente, um anmrécenversao foi detectada em
5,1% dos voluntarios, com as duas primeiras ocoiérde soroconversao observadas
com 4 meses e 5 meses apdés a primeira analisedgioel Ambas as amostras
apresentaram predominio de IgG de baixa avidezntéovalo de tempo de 6-7 meses,
apos a primeira coleta, foi identificada sorocoe&ierem mais nove voluntarios. A
avidez de IgG foi alta (75,6% a 100%) sugerindepdasmose cronica e reafirmando a
interpretacdo estabelecida nesse estudo.

Avaliando a soroconversao nos voluntarios acomposaa incidéncia geral de
infeccdo porT. gondii encontrada no municipio de Santa Cruz foi de 60810
pessoas/més. No Espirito Santo, Buery e colabarad@®@014) observaram taxa de
soroconversao equivalente a 6,2 por 100 pessoasfanauma comunidade rural na
Amazoénia foi encontrada uma incidéncia de 9 por f68soas/ano (Ferreira et al.
2009). Na Alemanha a soroconversao anual enconfirada 1099 por 100.000 pessoas
(Wilking et al. 2016).

A determinacao continua da prevaléncia da toxopmlasné fundamental para avaliar
a eficacia de intervencgdes que visem reduzir o noiitke casos novos da infecgcdo numa
populacdo. Um estudo realizado na Italia durantepenodo de 4 anos, mostrou uma
tendéncia decrescente na soroprevaléncia globdziredo de 31%, em 2007, para
24,4%, em 2010. Para as mulheres em idade repracutprevaléncia de anticorpos
IgG foi de 30,2% em 2007 e 23,6% em 2010 (MostleR013). Tais dados permitem
destacar a importancia de sistemas nacionais enadgi de vigilancia, a fim de
implementar intervencdes que visem a coleta coatfieudados sobre a soroprevaléncia
da toxoplasmose ao longo do tempo na populacdo enal @, em particular, em

mulheres em idade reprodutiva (Mosti et al. 2013).
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CAPITULO 3

SOROPREVALENCIA DA INFECCAO POR Toxoplasma gondiEM
ANIMAIS PRESENTES NAS RESIDENCIAS DO MUNICIPIO DE SANTA
CRUZ — RN E SUA ASSOCIACAO COM A PREVALENCIA EM HUM ANOS.



5.1. INTRODUCAO

As fontes de infeccdo pdr. gondiipodem apresentar grande variacdo entre 0s
diferentes grupos étnicos e localizacbes geogsaffpartanto, o conhecimento regional
sobre as provaveis rotas de transmissao horizpatalos seres humanos e as provaveis
fontes de infeccdo é fundamental para elaboracéd@rdgramas de prevencdo da
infeccdo em grupos de risco (Tenter et al. 2000@nDiente em varias areas do Brasil
se mostra altamente contaminado com oocistos, rfdendlificil a identificacdo das
fontes de infeccdo poil. gondii (Robert-Gangneux e Dardé 2012). Assim, a
soroprevaléncia em animais tem sido utilizada camm@ alternativa para avaliar a
presenca desse protozoario, e nesse estudo asagadiros cdes foram utilizados como

animais bioindicadores de contaminacdo ambientaja&o como fator de risco.

5.1.1. Aspectos epidemiologicos da toxoplasmose gatinhas

O Brasil € o segundo maior consumidor de frangardmdo, com 2.220.000
toneladas desta ave sendo consumidas anualmerdBagio de galinhas em escala
industrial tem pequena importancia na transmissaomxbplasmose para humanos, pois
esse sistema de criacdo € altamente tecnificadiogp@rmite o contato com felinos
(Araujo et al. 1989). Esses dados sdo corroboremimsum estudo realizado por Literak
e Hejlicek (1993) os quais verificaram uma prevaigme 0,01% em galinhas criadas
em escala industrial e 5,1% em galinhas criadas peguena escala. A maior
prevaléncia da toxoplasmose observada em criacadgpedeena escala pode ser
associada ao convivio dessas aves no mesmo eepssislurante meses ou anos
(Arautjo et al. 1989). No Brasil, estudos sobre pléncia da toxoplasmose nessas aves
revelam uma grande proporcado desses animais cadoorgas anti —T. gondii (Da
Silva et al. 2003; Dubey et al. 2007; Dubey 2016éltfAme et al. 2012; Casartelli-Alves
et al. 2014).

Por se alimentarem principalmente no chéo, as hygaircriadas nos domicilios
podem fornecer informacdes sobre o solo. Assimnlgas tém sido utilizadas para
avaliar a contaminacdo do solo com oocistos Tdegondii bem como isolar e
caracterizar as cepas deste protozoario presemteamibiente (Dubey 2009). De
Oliveira e colaboradores (2009) analisaram as texiaticas biolégicas de isolados de
T. gondiiparasitando galinhas presentes em sete estadagaleste (Pernambuco, Rio
Grande do Norte, Maranh&o, Bahia, Ceara, Sergipéagoas). Através do teste de

aglutinacdo modificado (MAT) foram identificadas,®% das aves com resultado
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positivo para a toxoplasmose, e em cada estadenfmntrada pelo menos uma ave
positiva. Além disso, foi observado que 5 das 23asedeT. gondiiisoladas foram
letais para camundongos. Em galinhas analisadagksmpirito Santo, Beltrame e
colaboradores (2012) encontraram 38,8% das avesscoologia positiva, e das 48
cepas isoladas, 44 foram letais para camundonglosaido que cepas virulentas para
camundongos circulam em hospedeiros assintomatw@sasil. De forma semelhante,
Andrade e colaboradores (2013) observaram que 922%3) dos isolados de gondii
obtidos de galinhas positivas no RN eram viruleptaa camundongos.

Os bioensaios para isolamento e caracterizacaacefss del. gondii utilizam
vérios tecidos do animal. Em 149 galinhas infe@adajos tecidos individuais foram
testados, foram encontrados parasitos em 89,5%cal@g;des, 49,2% de cérebros,
44,1% de musculos da perna e 18,6% de musculag@eiiubey 2010). Apesar de ser
considerado um parasito neurotropico (baseados stotdas em roedores), existem
amplos dados em galinhas e em outros animais mdstrgueT. gondii encista de
forma mais eficiente no musculo do que no cérebubéy e Beattie 1988). As galinhas
raramente apresentam sintomas clinicos para a lastopse, entretanto 0s sinais
clinicos relatados como anorexia, emagrecimentarala, cegueira e morte subita
foram observados em aves com infeccao (Liu et931Li e Chen 1990; Ostendorf e
Henderson 1962). Recentemente foi observado umgaiio de similaridade entre
genotipos dos isolados de gondiiinfectando seres humanos e galinhas no estado de
Minas Gerais (Silva et al. 2014).

5.1.2. Aspectos epidemioldgicos da toxoplasmose efes

Os caes de rua podem ser usados como sentinelaggiadar a contaminacao
ambiental poil. gondiiem areas urbanas. Esses animais sdo os melharetidadores
disponiveis para estudos nessas areas, pois arcgota diversos ambientes e sao
geralmente capturados por servigos sanitarios gusblpara o controle da raiva. A
soroprevaléncia em caes de rua pode servir como alteanativa para estudos
epidemiolégicos uma vez que o0s resultados soralégipermitem estimar a
contaminacéao do meio pdr gondii Para fornecer dados relevantes é fundamental que
0s cdes sejam expostos a todos as formas de tem@enuo parasito, seja na dgua ou no
alimento (Meireles et al. 2004).

Os céaes de rua sao expostos igualmente as mesmasstincias que os gatos de

rua, mas sao geralmente cacadores menos eficazeprpaas vivas do que os felinos,
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alimentando-se na maioria das vezes do lixo humdho. alguns lugares, a
predominancia d&. gondiise mostra mais elevada em caes de rua do que es) gat
provavelmente isso ocorre devido as diferencashdbgos alimentares, uma vez que 0s
gatos sdo normalmente mais seletivos, bebem megwws @ comem quantidades
menores de alimento. Esta ingestdo reduzida im@imauma relativa reducdo da
exposicao ao parasito. Tal circunstancia pode lsgergada em animais analisados em
Séao Paulo onde a prevaléncia de toxoplasreaseédes de rua foi de 50,5% enquanto
que em gatos foi menor, com 40% desses felinogesitivos para a toxoplasmose
(Meireles et al. 2004).

Vivendo no mesmo ambiente, 0s cdes e 0s seres bsmsdio expostos
similarmente a infeccdo por. gondii e apesar de seus comportamentos higiénicos
diferentes, a toxoplasmose canina pode ser um targerindicador epidemiologico do
risco de infec¢cdo para o homem (Meireles et al4R0Ba Suécia foram encontrados
23% dos caes com anticorpos pdragondii (Uggla et al. 1990), enquanto que em
Trinidade e Tobago o numero de caes positivosdd@2o (Ali et al. 2003). No Brasil,
foi encontrado uma prevaléncia de 30,3% de céesidile de Uberlandia — MG
(Mineo et al. 2004) e 63,8% na cidade de Botucé®P{Salata et al. 1985).

Ainda ndo se sabe como caes se tornam infectadod cgondii,porém a alta
prevaléncia observada em cées de rua ou de fazpratalo comparada a cées de
estimacdo sugere que a ingestao de presas ou @sr@ntaminados sao importantes
fontes para adquirir a toxoplasmose (De Souza .eR@03). Apesar de ter uma
alimentacdo mais selecionada, os cées de estinwmpdém podem ser utilizados como
bioindicadores ndo apenas em areas privativas, tamabém em bairros por onde
circulam com seus proprietarios. Estudos realizaaosclinicas veterinarias mostram
uma prevaléncia relativamente alta em cées de asion Em Minas Gerais e em
Pernambuco foram encontrados, respectivamente%60,57,6% dos caes analisados
apresentando anticorpos pdragondii (Guimaraes et al. 2009; Figueredo et al. 2008).
Beckett e Flym (1953) relataram um caso de toxopdse congénita em cuja residéncia
havia um c&do com sintomas neuroldgicos da doerg&ina semelhante ao observado
para galinhas, Silva e colaboradores (2014) tamio&mtificaram similaridade entre
gendtipos dos isolados de gondiiinfectando seres humanos e cdes no estado de Minas
Gerais.

Poucos trabalhos descrevem sinais clinicos em @&ninfactados poil. gondii,e

sintomas em cées sao raros (Dubey et al. 2010¥midoh e colaboradores (2012)
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observaram que em dois caes com toxoplasmose disstarcorreram manifestacoes
cutaneas apos tratamento com imunossupressoruadoogevoluiu com complicacfes
pulmonares e neuroldgicas (Hoffman et al. 2012)nifdatacbes semelhantes foram
relatadas por Webb e colaboradores (2005) onde @mncom 3,5 anos de idade
apresentou dermatite pustulosa e, ap0s necropsaémidwal, foram encontrados cistos
no tecido cutaneo, cardiaco, pancreatico e pulmd@ee ressaltar a importancia da
diferenciacéao de infeccdo de caes pogondiie Neospora caninupcoccidio também

capaz de causar sintomas clinicos em caes (Gaasdi 2002; Figueredo et al. 2008).

5.1.3. Aspectos epidemioldgicos da toxoplasmose gatos

Os felideos séo importantes no ciclo de vidal dgondiipor serem hospedeiros
definitivos e, portanto, os Unicos que podem coimtand meio ambiente com 0ocistos
(Dubey et al. 2004). Os felinos podem eliminar aete 360 milhées de oocistos em um
dia, sendo extremamente resistentes as influédoiaseio ambiente, podendo esporular
e sobreviver em ambientes Umidos (inclusive na @guaar) por varios meses (Dubey
2002). Entre novembro de 2001 e janeiro de 20(Rrasil registrou um dos maiores
surtos de toxoplasmose do mundo, ocorrido no Mpitiale Santa Isabel do Ivai, no
Parand, com 462 pessoas apresentando sorologiatisagde toxoplasmose (IgM
reagente). A investigacao epidemiologica concluia g fonte de infeccédo foi um dos
reservatorios de agua da cidade contaminado cags fiz gato (De Moura et al. 2006).
Dubey e colaboradores (2004) observaram que 84gH¥/galtos obtidos a partir de 51
casas do municipio de Santa Isabel do Ivai apressmt anticorpos par@. gondii
(Cruz et al. 2011).

Ao ingerir carne contendo cistos @iegondii,os gatos comecam a excretar fezes
contendo oocistos no prazo de 10 dias, e estegmo@zorre por 1 a 2 semanas (Dubey
e Frenkel 1972). Entretanto, quando a infeccdo @ranocorre pela ingestdao de
oocistos, 0s esporozoitos iniciam uma fase assax{sainelhante ao desenvolvimento
em hospedeiros intermediarios) e depois migram gareélulas intestinais, iniciando
uma fase sexuada. ApOs um periodo pré-patente da #8 dias, oocistos sdo
encontrados nas fezes dos gatos (Freyre et al, 988y 1996). A ingestdo de um
grande numero de taquizoites000) pode resultar em eliminacdo de oocistos 4pos
19 dias da infecgéo (Dubey 1998).

Durante este periodo de eliminacdo de oocistosgaiss nao apresentam

anticorpos pard. gondiie raramente apresentam sintoni2essta forma, pode-se dizer
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gue a maioria dos gatos com sorologia positivdifjaigaram oocistos, o que torna os
dados epidemioldgicos sobre a prevaléncia maisifisigtivos do que a analise da
prevaléncia de oocistos nas fezes (Dubey et al2)20ima vez que, baseado em
inumeros levantamentos coproldgicos, acredita-g equn um determinado momento
aproximadamente 1% dos gatos possa estar elimiraailstos (Dubey 2010)

Os gatos geralmente eliminam no ambiente uma grgondntidade de oocistos
apos uma infeccdo primaria por gondii A imunidade adquirida pode persistir por
toda a vida e esta associada a interrup¢ao danelp@d de oocistos. Porém a imunidade
pode nédo persistir levando a eventuais eliminag@esocistos nas fezes, mesmo sem
re-infeccéo (Dubey 1996). Atualmente ndo se sahesas fatores que induzem essa re-
eliminacdo de oocistos em condi¢cdes naturais (Teaital. 2000). A re-excrecdo de
oocistos de T. gondii pode ocorrer em gatos co-infectados pelo virus da
imunodeficiéncia felina ou animais tratados conticosterdides (Dubey 2010). Em
condicbes ambientais com arejamento, umidade eet@tyra adequados 0S 0o0cCistos
esporulam e se tornar infecciosos dentro de 15(8iabey 1986; Dubey 1996).

A manutencdo de gatos dentro de casas e apartame#@ito necessariamente
fornece um risco de contrair a infeccdo plar gondii basta adotar medidas de
prevencdo como remover diariamente e de forma adegas fezes do ambiente (Tenter
et al. 2000). No entanto, a infeccao porgondiitem uma importancia maior em gatos
de rua. Esses vagueiam geralmente por toda padalizam um importante papel na
transmissao da toxoplasmose a outros animais s lsemanos. Estudos realizados na
China mostraram soroprevaléncia da toxoplasmoserraai gatos de rua (45%) do que
em gatos domésticos (15%) (Wu et al. 2011; Leé. @040). Resultado semelhante foi
observado em Curitiba - PR, onde 16,3% de gatoslitos atendidos em uma clinica
veterinaria mostraram anticorpos afiti-gondii(Cruz et al. 2011). Em S&o Paulo (nhas
cidades de Botucatu, Bauru e Sao Paulo) foram émrcws 19,4% dos gatos
soropositivos pard. gondii(Langoni et al. 2001). Essa prevaléncia menorvaokzr em
gatos domésticos pode ser atribuida ao habito dealimentacéo restrita baseada em
alimentos industrializados, com acesso restritaaae sem acesso a caca (Cruz et al.
2011).
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5.2. OBJETIVOS

» Determinar a frequéncia da toxoplasmose em galjrid&s e gatos presentes no

domicilio e no peridomicilio do municipio de Sa@taiz - RN.

» Testar correlagcdo da toxoplasmose desses aninrai®soesultados sorologico

dos voluntarios humanos do municipio de Santa CRI.
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5.3. MATERIAL E METODOS
5.3.1. Area de estudo

Para este estudo transversal, os animais analisad@am no municipio de
Santa Cruz, no estado do Rio Grande do Norte. Aactmisticas do municipio e do

estado se encontram descritas no capitulo 1.

5.3.2. Processo amostral e coleta de dados

Os animais incluidos nesse estudo residem no damiefou peridomicilio
daqueles voluntarios que participaram do estudadf@evaléncia da infeccdo por
Toxoplasma gondina populagcdo do municipio de Santa Cruz-RN” (Capty Assim,
aquelesvoluntarios que possuiam animais como cdo, gatovee (galinha/galo)
responderam a um questionario que permitiu obtiErnracdes referentes ao sexo,
idade, raca e comportamento do(s) animal(is) (Anejo Apos aplicacdo do
guestionario foi realizada a coleta da amostra ateyiee. O procedimento realizado
neste trabalho foi aprovado pelo comité de étidaJ& 76/2015 — Anexo K).

5.3.3. Coleta da amostra de sangue

O sangue (aproximadamente 2mL) foi coletado dosnasi (cdo, gato, ave)
presentes na residéncia. Apos imobilizacdo do dpimgrocedimento ocorreu por
puncdo venosa com auxilio de uma seringa e o sdogukepositado em tubos tipo
vacutainef sem anticoagulante. Apdés a coleta, os tubos folerados para o
Laboratério Multidisciplinar localizado na FACISARRN, onde foram centrifugados
para a obtenc&o do soro. O soro foi aliquotaderaaenado a -2C até a realizacéo do

ensaio imunoenzimatico.

5.3.4. Andlise sorologica

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizado noabbratorio de
Toxoplasmose localizado no Instituto de Ciénciasld@jicas (ICB) da Universidade
Federal de Minas Gerais. Os soros foram testadagéatdo ELISA para a detecgéo de
anticorpos IgG especificos paragondii.

5.3.4.1. Preparo de antigeno solavel total de TidijdSTAQ)
O antigeno utilizado para sensibilizar a placa diegtireno de 96 pocos foi

preparado no laboratério de Toxoplasmose do Instide Ciéncias Bioldgicas da
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Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-UFMGhdsma forma como descrito no
capitulo 1.

5.3.4.2. Teste imunoenzimatico

O protocolo de ELISA foi o0 mesmo utilizado para lanmos, com excecdo da
diluicdo dos conjugados (Sigma-Aldrfoh O conjugado foi previamente diluido em
solucdo contendo PBS / Caseina 0,25% / Tween 206&0 Porém cada conjugado foi
diluido de acordo com padronizacdo prévia para eagéacie animal analisada. Assim,
para o gato foi utilizado conjugado na diluicad51000 (produto SAB3700059), para o
céo a diluicao foi 1:6000 (produto A9042) e parava 1:4000 (produto A9046). Cada
placa teve seu ponto de cortut( offf calculado pela média das absorbancias das seis
amostras de soro negativo pdragondii mais trés desvios padrbes (Andrade et al.
2013). A média dos soros testados em duplicatdifadido pelo valor docut off da
placa com o objetivo de determinar o indice deivigaide (IR). Os soros que
apresentaram os valores de IR > 1,1 foram consldsrpositivos (Cavalcante et al.
2008).

5.3.5. Andlise estatistica

Com base nos questionarios e nos resultados smadgm banco de dados foi
gerado utilizando o programa Epidata (versdo Paja analise univariada foram feitas
comparacdes de frequéncias entre animais infecdd® infectados, utilizando-se o
teste do qui-quadrado no programa STATA versédo. 10.@feito de covariaveis em
relagéo a infeccdo pdr. gondiifoi realizada através de regresséo logistica. Aidaede
associacgao utilizada foi@ddsRelativa (OR). Para avaliar possiveis associaqdes a
soroprevaléncia encontradas nos animais e dogesuesctivos proprietarios utilizou-se

a correlacdo de Spearman.
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5.4. RESULTADOS

5.4.1. Populagéo de animais por residéncia

A visita foi realizada em 1217 residéncias, entietanem todas possuiam animal
e, aléem disso, alguns animais apresentaram casdict&s inadequadas para a coleta de
sangue como, por exemplo, o tamanho e a agressévias residéncias cujos animais
tiveram andlise soroldgica realizada 22,1% tinha@a e gato, 9,8% tinham gato e

galinha, 8,5% tinham céo e galinha, e 6,5% dad&asias possuiam os trés animais.

5.4.2. Caracteristicas das galinhas/galos

Foram identificadas 168 residéncias que possuidmhga entretanto, por nao
apresentarem caracteristicas adequadas ou parldifites na captura foram excluidas
92 aves/casas. A amostra estudada foi, entdo, ctanpor 76 aves onde 61,8% eram
fémeas e 38,2% machos. A metade dessas aves reaidieea Paraiso, e a maioria
(93,4%) foi caracterizada como sem raga definidelaéle aproximada variou de 2 a 60
meses predominando as aves com, aproximadamenteesés de idade (52,6%).
Durante aplicacdo do questionario, 93,4% dos petipios relataram que suas aves

compartilhavam o domicilio e peridomicilio e 84,2#las foram criadas desde filhote

(Tabela 32).

Tabela 32 Caracteristicas das aves do municipio de Santa-CRN, 2013 — 2014.

Caracteristicas das aves N=76 %
Sexo

Fémea 47 61,8

Macho 29 38,2
Area

Centro 8 10,5

Paraiso 38 50,0

Conego 12 15,8

Maracuja 11 14,5

DNER 7 9,2
Idade aproximada (meses)

<12 54 71,0

> 12 22 29,0
Onde fica

Domicilio/Peridomicilio 71 93,4

Peridomicilio/Extradomicilio 5 6,6
Cria a ave desde filhote

Sim 64 84,2

Nao 12 15,8

95



5.4.3. Caracteristicas dos cées

Foram identificadas 445 residéncias que possuia®, ¢ entanto, muitos caes
(271) se mostraram agressivos ou muito pequenosdimgo a realizacdo das coletas,
sendo excluidos das analises. Assim, a amost@iposta por 174 caes onde 40,8%
eram fémeas e 59,2% machos. A maioria desses 28884 residia na area Paraiso, e
95,4% deles foram caracterizados como sem racaidiefiA idade dos cédes variou de 1
a 16 anos, predominando aqueles com idade entrg &nes (39,1%). A maioria dos
cades (64,9%) tinha acesso ao ambiente intradoaricdi 86,2% dos proprietarios

relataram ter o cao desde filhote (Tabela 33).

Tabela 3:. Caracteristicas dos caes do municipio de Santa-€RN, 2013 — 2014.

Caracteristicas dos caes N=174 %
Sexo

Fémea 71 40,8

Macho 103 59,2
Area

Centro 27 15,5

Paraiso 67 38,5

Cobnego 33 18,5

Maracuja 22 12,6

DNER 26 14,9
Idade (anos)

<8 153 87,9

> 8 21 12,1
Onde fica

Domicilio 133 64,9

Domicilio/peridomicilio 59 33,9

Peridomicilio 2 1,2
Cria o cao desde filhote

Sim 150 86,2

Nao 24 13,8

5.4.4. Caracteristicas dos gatos

Foram identificadas 385 residéncias que possuiatos,gentretanto, 232
animais/casas foram excluidos das analises emdeirtia agilidade natural ou da
agressividade da maioria dos gatos (além de alpresentarem tamanho inadequado).
Assim, a amostra estudada foi composta por 153sgade 36,6% eram fémeas e
63,4% eram machos. A maioria desses animais (43&8idia na area Paraiso e 95,4%

foram classificados como animal sem raca defifddidade variou de menos de um ano
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a 20 anos predominando aqueles com um a dois andsade (55,6%). Os proprietarios
relataram que seus gatos (96,1%) tinham acessodicasa, ao quintal e a rua, e 83,7%

deles defecavam fora de casa (Tabela 34).

Tabela 34. Caracteristicas dos gatos do municipio de Santa-€RN, 2013 — 2014.

Caracteristicas dos gatos N =153 %
Sexo

Fémea 56 36,6

Macho 97 63,4
Area

Centro 35 22,9

Paraiso 67 43,8

Conego 22 14,4

Maracuja 17 11,1

DNER 12 7,8
Idade (anos)

<5 118 77,1

>5 35 22,9
Onde fica

Intradomicilio 6 3,9

Intra/Peri/Extradomicilio 147 96,1
O gato defeca na rua

Sim 128 83,7

N&ao 22 14,4

N&o se aplica 3 2,0

5.4.5. Andlise univariada da prevaléncia da infecgapor T. gondiiem galinhas

A andlise soroldgica identificou 47,4% das avesitpas para toxoplasmose
sendo observada prevaléncia de 58,6% em machogl% 40n fémeas (diferenca nao
significativa). O maior numero de aves infectadaisehcontrado na area do Centro
(62,5%), seguida do Paraiso (47,4%), porém naoehdiferenca significativa entre as
areas estudadas na cidade. Em relacdo a idadepafraguéncia da toxoplasmose foi
encontrada em aves com idade superior a 12 mesksando que ha mais chance de
adquirir a infeccdo quando alcancam essa faix@adfBabela 35).
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Tabela 3t Andlise univariada da prevaléncia da toxoplasme@ssociada as
caracteristicas das aves presentes no munici@aika Cruz — RN, 2013 — 2014.

ELISA Univariada

Caracteristicas das aves i (06)  Negativo (%) OR (IC95%)
Soro reatividade total 36 (47,4) 40 (52,6)
Sexo

Fémea 19 (40,4) 28 (59,6)

Macho 17 (58,6) 12 (41,4) 21(08-5,3) 0,13
Area

Cbnego Monte 5(41,7) 7 (58,3)

Centro 5 (62,5) 3 (37,5 2,3(3,7-14,6) 0,37

Paraiso 18 (47,4) 20 (52,6) 1,3(0,3-4,7) 0,73

Maracuja 5 (45,5) 6 (54,5) 1,2(0,2-6,1) 0,86

DNER 3(42,9) 4 (57,1) 1,0(0,1-6,9 0,96
Idade (meses)

<12 20 (37,0) 34 (63,0)

>12 16 (72,7) 6 (27,3) 4,5 (1,5-13,5p,00
Onde fica

Domicilio/Peridomicilio 32 (45,1) 39 (54,9)

Peri/Extradomicilio 4 (80,0) 1 (20,0) 4,8 (0,85,8) 0,20
Cria a ave desde filhote

Sim 33 (51,6) 31 (48,4)

N&o 3 (25,0) 9 (75,0) 0,3(0,7-1,3) 0,10

5.4.6. Andlise univariada da prevaléncia da toxoptanose em cées

O ensaio imunoenzimatico identificou 75,8% dos cém® sorologia positiva
para a toxoplasmose, com prevaléncia semelhantenachos (77,3%) e em fémeas
(73,2%). A menor soroprevaléncia foi encontrada ades que residiam na area do
Maracuja (59,1%), mas nao foi observado aumentthaace de infeccdo em relacéo as
outras areas, exceto na area Paraiso, onde 854$8ésdanimais eram positivos para
toxoplasmose. A soroprevaléncia da infeccaolp@ondiifoi maior em cées com idade
acima de 8 anos, onde 95,2% desses animais forapositivos. Daqueles caes que
nao foram criados desde filhote, 87,5% apresentam@oiogia positiva para a doenca.
N&o houve diferenca significativa entre as racas) rentre os locais por onde

circulavam esses animais (Tabela 36).
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Tabela 3¢ Analise univariada da prevaléncia da toxoplasmessociada as
caracteristicas dos cées presentes no municifBamta Cruz — RN, 2013 — 2014.

ELISA Univariada

Caracteristicas dos €aes i (96)  Negativo (%)  OR (IC95%) T

Soro reatividade total 132 (75,8) 42 (24,2)
Sexo

Fémea 52 (73,2) 19 (26,8)

Macho 80 (77,7) 23 (22,3) 1,3(0,6-2,6) 0.50
Area

Maracuja 13 (59,1) 9 (40,9)

Cobnego 21 (65,6) 11 (34,4) 1,3(0,4-4,00 0,63

DNER 19 (73,1) 7 (26,9) 19(05-6,3) 0,31

Centro 22 (81,5) 5(18,5) 3,0(0,8-11,00 0,09

Paraiso 57 (85,1) 10149 39(@1,3-11,79 0,01
Idade (anos)

<8 112 (73,2) 41 (26,8)

>8 20 (95,2) 1(4,8) 7,3(1,0-56,3) 0,06
Onde fica

Domicilio 84 (74,3) 29 (25,7)

Domicilio/Peridomicilio 46 (78,0) 13 (22,0) 1,2€0; 2,6) 0,60

Peridomicilio 2 (100,0) 0 (0,0)
Cria o céo desde filhote

Sim 111 (74,0) 39 (26,0)

Nao 21 (87,5) 3(12,5) 2,5(0,7-8,7 0,16

5.4.7. Andlise univariada da prevaléncia da toxoptamose em gatos

A analise sorolégica identificou 60,1% dos gatogogositivos para a
toxoplasmose sendo observada uma diferenca naificgigma entre machos (64,9%) e
fémeas (51,8%). A maior soroprevaléncia (68,6%gfmontrada em gatos que residiam
na area do Centro, porém ndo houve diferenca Eigtifa entre as areaA
soroprevaléncia aumentou com a idade onde 80,0%gatos com idade superior a 5
anos eram soropositivos para a toxoplasmose. Asanahivariada mostrou que gatos
nessa faixa etaria tinham mais chances de adauiiitfeccdo quando comparado
aqueles com idade igual ou inferior a 5 anos. Nao/é diferenga significativa entre as
racas dos gatos ou lugares por onde circulavamgBos que defecavam na rua 61,0%

apresentaram anticorpos paregondii(Tabela 37).
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Tabela 37. Analise univariada da prevaléncia da toxoplasmessociada as
caracteristicas dos gatos presentes no municiggadi& Cruz — RN, 2013 — 2014.

Caracteristicas dos gatos ELISA Univariada P
Positivo (%)  Negativo (%) OR (IC95%)
Soro reatividade total 92 (60,1) 61 (39,9)
Sexo
Fémea 29 (51,8) 27 (48,2)
Macho 63 (64,9) 34 (35,1) 1,7(09-3,4) 0,11
Area
Centro 24 (68,6) 11 (31,4)
Paraiso 39 (58,2) 28 (41,8) 0,6 (0,3-1,5 0,30
Cbnego 13 (59,1) 9 (40,9) 0,7(0,2-2,00 0,47
Maracuja 9 (52,9 8 (47,1) 0,5(0,2-1,7) 0,28
DNER 7 (58,3) 5(41,7) 0,6 (0,2-25) 0,52
Idade (anos)
<5 64 (54,2) 54 (45,8)
>5 28 (80,0) 7 (20,0) 34(1,4-8,3) 0,00
Onde fica
Intradomicilio 3(3,3) 3(4,9)
Intra/Peri/Extradomicilio 89 (96,7) 58 (95,1) 1B%3-7,9 0,61
O gato defeca na rua
Sim 78 (61,0) 50 (39,0)
N&o 11 (50,0) 11 (50,0) 0,6(0,3-1,6) 0,33
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5.4.8. Associacao entre a prevaléncia da toxoplassgem humanos e animais

Quando comparado os resultados sorologicos dos rfragsna dos animais
presentes no domicilio e peridomicilio, observouss® maior frequéncia da infeccéo
em humanos e animais residentes nas areas Cemeavaéso (Tabela 38). Porém a
analise estatistica realizada através da correl@g&pearman mostrou associacéo entre

a prevaléncia em humanos e animais apenas na @neg@Monte (Tabela 39).

Tabela 3¢. Soroprevaléncia da toxoplasmose em humanos e iemaiamas diferentes
areas do municipio de Santa Cruz — RN, 2013 — 2014.

Area Prevaléncia da toxoplasmose (IC 95%) por ELISAgG
Humanos Aves Caes Gatos
DNER 59,2 (52,2 — 65,8) 42,9 73,1 58,3
Maracuja 61,5 (54,4 — 68,2) 45,5 59,1 52,9
Coénego 64,1 (58,1 — 69,8) 41,7 65,6 59,1
Centro 67,7 (62,5 —72,5) 62,5 81,5 68,6
Paraiso 70,2 (66,4 — 73,9) 47,4 85,1 58,2

Tabela 3¢ Associacdo através do teste de Spearman da inofgumarloxoplasma
gondiientre humanos e animais nas diferentes areas daipiarde Santa Cruz — RN,
2013 — 2014.

Area IC (95%) P
DNER -0,2-0,5 0,40
Maracuja -0,2-0,5 0,31
Codnego 0,1-0,6 0,00
Centro 0,2-0,3 0,61
Paraiso -0,1-0,2 0,40
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5.5. DISCUSSAO

Uma forma indireta de investigar a contaminagcéarmbiente com oocistos de
gondii é realizando uma analise soroldgica em animais alijnento se encontra no
solo. Nesse estudo a galinha foi utilizada comanbioador ambiental, e além de
informar a situacdo do ambiente, essas galinhastadas também podem servir como
fonte de infeccdo. Em geral o abate dessas avearn casa e as visceras quando nao
descartadas adequadamente podem ser consumidasti@sranimais, infectando-os. A
galinha também pode ser uma fonte de infeccdogphoemem quando ocorre a ingestao
da carne de frango mal passada contendo os cBtd®ey et al 2012). Este fator de
risco foi observado em Fortaleza - CE, onde a ssdielogistica multivariada mostrou
gue o consumo de frango mais de duas vezes na gedstava significativamente
associado com a sorologia positiva das gestantekg®t al. 2010). Em Santa Cruz foi
observado que 70,1% das pessoas que comem frariguagsado eram soropositivas
para a toxoplasmose, porém a analise univariadéronogue esse comportamento nao
representava um fator de risco na cidade, poidhoéwe diferencga significativa quando
comparada aquelas que nao tinham esse habito.

A prevaléncia da toxoplasmose em galinhas vari2 de100% dependendo da
origem/Pais da ave (Dubey 2010). No Rio Grande dwteNa prevaléncia da
toxoplasmose observada por De Oliveira e colaboesd@009) mostrou uma variagcao
de 14,8% a 100% nas aves analisadas em 4 municfimo©este potiguar, um estudo
realizado por Santos (2012) encontrou uma previa&w®ec50,6% nas galinhas presentes
nessa regido. Em nosso estudo foram observade® 4iagl aves do municipio de Santa
Cruz — RN, apresentando anticorpos dntgondii Tais resultados, de uma forma geral,
indicam que o solo do Rio Grande do Norte se eng@rhplamente contaminado com
00cCistos.

Em relagdo ao sexo das aves nado foi observadaiag@ocsignificativa em
relagdo a prevaléncia da toxoplasmose. Um trabedhtizado em fazendas do Rio
Grande do Norte mostrou resultados divergentesdssos, com prevaléncia maior em
fémeas do que em machos (Santos 2011).

Por ser dificil determinar, com precisdo, a idade dalinaceos, foi utilizado
nesse estudo um tempo de vida aproximado. A fd&daedas aves foi organizada em

duas categorias, uma agrupando animais de até d&sraeutra agrupando aqueles com
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idade acima de 12 meses. A andlise sorolégica mwstna maior prevaléncia em aves
com idade acima de 12 meses, apresentando um d&scofecgdo maior quando
comparado aquelas mais jovens. A maior prevalénbservada em aves adultas
também foi encontrada em outros estudos indican@oages mais velhas tem maior
probabilidade de infecci@ois permanecem um tempo maior expostas ao agente
(Santos 2011; Moré et al. 2012).

A analise soroldgica dos cédes também pode seraddi para investigar a
contaminacdo ambiental, uma vez que esses anias8n como as galinhas, séo
considerados 6timas sentinelas para a infeccdovelipe e colaboradores (2005)
encontraram na Paraiba prevaléncia de 45,1% dasatfie sorologia positiva para
toxoplasmose. Nesse estudo foi encontrada prevaléec75,1% e tal prevaléncia foi
semelhante a mais alta (76,4%) encontrada no R@aiién-Franco et al. 2004), o que
reflete um alto nivel de dispersao T@egondiiem areas urbanas e consequentemente
uma maior exposi¢do da populacdo do municipioexg#fo por este protozodrio.

A maior prevaléncia observada em cdes machos (JhHa@&% mostrou diferenca
significativa quando comparada aquela encontradé&éemas (73,2%). Sendo assim, o
sexo néo influenciou na infeccdo, fato também ofaskr por outros autores (Garcia et
al. 1999; Ali et al. 2003; Valadas et al. 2010).

A soroprevaléncia apresentou valores significativem relacdo a idade,
mostrando uma maior proporcao de cdes positivosidade acima de 8 anos do que 0s
mais jovens. Resultado semelhante foi encontradoranestudo realizado na Paraiba,
mostrando que cdes nessa faixa etaria tinham 4@swvenais chance de adquirir a
doenca (Azevedo et al. 2005). Como observado e, gogle-se concluir que quanto
mais tempale vida tem o animal, maior é a exposi¢cdo ao agentaior € a chance de
infeccao.

As areas que apresentaram baixas condi¢fes socteimas e que refletiram em
uma maior prevaléncia da toxoplasmose na populagémnade Santa Cruz também
influenciaram na presenca de anticorpos @nggondiiem cadesNesse estudo, as areas
Paraiso e Centro tiveram 85,1% e 81,5% dos seus sé@mpositivos para a
toxoplasmose, respectivamenteanalise univariada mostrou que o risco de irfieate
cdes do Paraiso pode ser maior quando comparadaeas &om condicdes
socioecondmicas melhores. A maior prevaléncia ¥adertanto em humanos como em

aves e cédes no Paraiso e no Centro pode ser rafexnaior proporcdo de gatos
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soropositivos encontrada nessas areas. Dos gatoapgasentaram anticorpos para
gondii42,4% se encontravam na area Paraiso e 26,1%a&antro.

A andlise soroldgica realizada em gatos da cida&d&ahta Cruz revelou uma
prevaléncia geral de 60,1%, semelhante aquela #adanem Fernando de Noronha,
onde 66,6% dos gatos analisados foram soroposiiiosta et al. 2012). Em Natal, um
estudo realizado em dois parques de importanci@gica e social mostrou que 52,8%
dos gatos que circulavam por esses ambientes ataeam anticorpos parb gondii
(Fournier et al. 2014). A prevaléncia encontrada fatinos da cidade de Sao Luis —
MA (Braga et al. 2012) e em Sao Paulo (Sobrinhal.e2012) foram, respectivamente,
50,5% e 20,3%. Entretanto, maiores prevalénciasnforencontradas em gatos
analisados no Parana (Dubey 2004) e em Rondonizalg@amte et al. 2006), onde
84,4% e 87,3% dos gatos, apresentaram anticorpes$.agondii,respectivamente.

Nesse estudo, 64,9% dos gatos machos e 51,8% damsadéapresentaram
anticorpos pard. gondii. Da mesma forma como Garcia et al. (1999); Langoral.
(2001) e Rosa et al. (2010), ndo observou-se difarssignificativa entre os sexos,
indicando que machos e fémeas tem o mesmo riscedgdo por este parasito.

Para analisar a relagédo entre a idade e a soralogigatos, a faixa etaria desses
felinos foi organizada em 2 categorias. A analiseariada mostrou que 0s gatos com
idade superior a 5 anos tinham mais chance de radgunfeccdo do que aqueles com
idade igual ou inferior a 5 anos. O tempo de vids f@¢linos associada a prevaléncia da
toxoplasmose também foi observada em outros trabalhgerindo que com a idade o
risco de exposicdo &. gondiiaumenta (Abdou et al. 2013; Cardia et al. 20P2y.
outro lado, a prevaléncia da toxoplasmose em gadiepende do local de circulagéo ou
habito de defecar na rua. Segundo Dubey (2010)fatmses que interferem na
prevaléncia da toxoplasmose em gatos ainda naotatdlonente compreendidos e
necessitam estudos mais aprofundados.

Embora tenha sido observada uma maior frequéndexad@lasmose em animais
(aves, gatos e caes) que residiam nas areas GeR@apaiso, nenhuma correlacéo foi
encontrada entre a prevaléncia de toxoplasmose estanimais da mesma residéncia e
entre esses animais e seus proprietarios nessas. &erém uma associacdo foi
encontrada entre animais residentes na area Ceqte e seus proprietarios, o que
pode indicar que nessa area pode haver mesma dentefeccdo para humanos e
animais. Em Atayal, uma comunidade do estado dwargi observou-se prevaléncia

semelhante entre os cdes de caca e seus propseei@siquais tinham a mesma fonte
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alimentar, ndo havendo evidéncias de que a ingeltamcistos seja uma importante
fonte de transmissao da toxoplasmose naquela cdauaipois a prevaléncia em gatos
naquela regido é baixa e, aléem dissguela comunidadedes sdo mais comuns como
animal de estimacdo do que gatos, o que refupassibilidade de transmisséo Te
gondii através do solo (Chia-Wung et al. 1998).

A ecologia deT. gondii com seu complexo ciclo de vida, estd suscetivel a
mudancas ambientais principalmente nos aspectasciophdos ao tempo de
sobrevivéncia e infectividade de oocistos, bem c@amaomportamento e densidade
populacional dos hospedeiros (Meerburg et al. 2008)entanto, os mecanismos pelos
quais esses fatores afetam a propagac¢do dendiindo sao totalmente compreendidos
(Yan et al. 2016). Assim, uma abordagem molecutaehda na técnica de PCR se
mostra como poderosa ferramenta para investigagideraiologica permitindo
monitorar e identificar as fontes de infec¢cdo egendtipos envolvidos, bem como
permite acompanhar a rota de transmissdo ambiamaltir das matrizes ambientais
(Polley et al. 2009).
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CAPITULO 4

ANALISE IMUNOGENETICA EM PACIENTES COM TOXOPLASMOSE
OCULAR DO ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE



6.1. INTRODUCAO

Os desafios para entender a biologiaTdeoplasma gondise estendem até os
dias de hoje, e muitos aspectos sobre este protozada ndo estdo completamente
elucidados. A infeccéo toxoplasmica em humanos@uintemente subclinica, ou seja,
apresenta-se assintomatica ou com sintomas inéispsciNo entanto pode se tornar
clinicamente evidente, evoluindo, por exemplo, pare retinocoroidite em individuos
imunossuprimidos ou ndo (Cordeiro et al. 2010). efinocoroidite toxoplasmica é
reconhecida como a causa mais comum de uveiteripostepode deixar sequelas
graves, incluindo a perda completa da visdo (Btindgi®Dréfice 2005). As uveites sao
caracterizadas por uma inflamacéo do trato uves,égcomposto pela iris, corpo ciliar
e coroide, podendo também designar inflamacfesicpu@etem a retina, 0 nervo optico
e 0 corpo vitreo (Atacama et al. 2004). Esta foctivdca é bastante heterogénea, onde
alguns pacientes podem apresentar episodio denai@o minima, enquanto outros tém
multiplas recorréncias de uveite grave, levanderdgda visdo (Vallochi 2002).

A toxoplasmose ocular pode ser de origem congénitaadquirida. A forma
congénita pode se apresentar de duas maneirasrma fheonatal, quando a leséo ja
esta presente ao nascimento, e no periodo pos; matgual as lesbes se manifestam
durante a segunda e terceira década de vida dweidodi A toxoplasmose ocular
adquirida também pode ocorrer de duas formas:&m Ipede ser concomitante com a
infeccdo sistémica, ou a leséo pode se manifestéorcha tardia, onde ha um intervalo
entre a doenca sistémica e a lesdo ocular (Oréfigzhia-Oliveira, 2005).

Por varias décadas, a retinocoroidite toxoplasrfocaonsiderada uma doenca
apenas dos neonatos, porém, nos anos 50, a suipeiie a toxoplasmose ocular podia
ocorrer também nos adultos cresceu em muitos paises 1952, foi confirmada a
presenca de toxoplasmose ocular em uma série denfesc adultos com lesbes na
retina. Por muito tempo, se pensou que essa p&oly adultos era semprem
sintoma tardio da infeccé&o congénita (Holland 2009)

O risco de envolvimento ocular, assim como a gadaedda doenca ocular quando
esta ocorre, varia entre grupos de idade difereBtsdos sugerem que pessoas idosas
tenham realmente um risco mais elevado de deseandelsOes oculares seguida de uma
infeccdo recente pdr. gondiido que pessoas mais jovens. Em um estudo retrospect
na area de Erechim — RS, o risco de desenvolvéedeasa retina durante os primeiros
dois anos apos a infeccdo phor gondiise mostrou maior entre pacientes com idade

acima de 40 anos do que entre aqueles mais jodefiarid 2009). Pacientes idosos (69
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a 82 anos) podem ser mais suscetiveis a uma infecgdar grave devido a um declinio
da resposta imunoldgica (Jonhson et al. 1997), vezaque o0 envelhecimento esta
associado a mudancas complexas em ambos os megantmimunidade inata e
adquirida, aumentando a prevaléncia e gravidadendias infeccbes neste grupo
(Pawelec et al. 1998).

Entretanto, na pratica clinica, as recorréncias sheervadas com menor
frequéncia entre pacientes idosos com cicatrizestdecoroidite toxoplasmica do que
entre pacientes jovens com as mesmas cicatrizesveGae colaboradores (2008)
estudaram as caracteristicas de recorréncia dal&sxose ocular em uma populagéo
européia e concluiram que pacientes jovens (codeidderior a 30 anos) apresentam
um maior risco de desenvolver recorréncia do quesptes mais velhos. Esta aparente
contradicdo pode ser explicada pela interacdo empéntre a idade do primeiro
episodio de toxoplasmose ocular e a idade do dpistitbsequente, uma vez que o risco
de recorréncia declina 72% a cada 10 anos de aitedesde o primeiro episédio
(Holland 2009); Embora tenha sido encontrada madorréncia de recidivas nos dois
primeiros anos apos o primeiro episédio da retinmdde ativa (Aleixo et al. 2016).

Os fatores que controlam a ocorréncia, a graviga@erecorréncia da doenca
ocular ndo sdo bem compreendidos, embora uma adeate componentes incluindo o
estado nutricional e do sistema imune, a suscégétle genética do hospedeiro, a
carga parasitaria e o gendtipo do parasito tém sidgeridos como possivelmente

envolvidos no desenvolvimento da infeccao (Siblegl.€2002).

6.1.1. Imunopatologia da toxoplasmose ocular

O olho é um 6rgao imunologicamente privilegiadoideva existéncia de uma
estreita barreira sangue-orgao, auséncia de dmenkigitica e escassez das classicas
células apresentadoras de antigenos. Contudodegiea esta aberto a desafios uma
vez que existem indicagbes para uma ativa comudocaqtre o sistema imune e 0s
olhos, bem como apresentacao ocular de antigeidgeras e endégenos (Caspi 2006).
A retina € uma estrutura complexa tanto na arquaetomo em sua constituicao
antigénica. Como se desenvolve da extensdo doneetn@al, a retina compartilha com o
cérebro muitos antigenos citoplasmaticos e de mamkiGarweg e Candolfi 2009).

O diagndstico para a toxoplasmose ocular € basgadémente em resultados da
fundoscopia e na apresentacéao clinica. O parasiliipfita-se na retina e a inflamacéo

ocorre principalmente na coroéide. As lesfes ocslamieiais de toxoplasmose adquirida
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sdo desconhecidas porque os olhos ndo sdo freqaarte examinados até que a
infeccdo seja sintomética (Dubey et al. 2012). gade é frequentemente necrotica,
destruindo a arquitetura da retina neural e algunex®es envolvendo a cordide,
causando a retinocoroidite (Vallochi 2002). As Esfodem ser classificadas em trés
categorias: (a) lesdes do tipo A que apresentamharga bem definida e geralmente
rodeada por um halo pigmentado com destruicao extda retina; (b) lesées do tipo B
que apresentam um halo hipopigmentado com menar deadestruicdo tecidual
quando comparado a lesdo do tipo A; (c) e lesdagpddC que sdo, basicamente, areas
de hiperplasia ou atrofia do epitélio pigmentar réina com um menor grau de
destruicéo tecidual quando comparado aos tipo8AQréfice e Bahia-Oliveira 2005).

Algumas complicacdes relacionadas a partir da ¢dfecpelo parasito sao:
catarata, glaucoma, opacificacdo do corpo vitremfrometendo a acuidade visual),
hemorragias vitreas, hemorragias retinianas, daslecto de retina, edema cistéide de
macula, oclusdo vascular e atrofia do nervo ogBasch-Driessen et al. 2000).

Os principais aspectos patolégicos associadoseairfiagal da toxoplasmose sao
linfadenopatia e febre, a qual ocorre simultaneaenesom ativacdo do sistema
imunoldgico e presenca de altos niveis de citocipasinflamatérias (Denkers e
Gazzinelli 1998).

O papel das citocinas na retinocoroidite toxopléamiem sido estudado em
modelos animais, nos quais tem sido proposto gaasesioléculas apresentam um
importante papel no controle da doenca. Em camwgatoimfectados poff. gondii
observou-se inflamacgéo ocular focal e envolvimatdaepitélio pigmentar da retina, e
quando esses animais eram tratados com antislleN-anti-TNFe. observou-se um
aumento das lesdes oculares, associadas princigalmem a proliferacdo dos
taquizoitos (Gazzinelli et al. 1994).

Alguns estudos sustentam a ideia de fugondiimanipula a resposta imune do
hospedeiro. O parasito simultaneamente estimulaceegdo de citocinas protetoras
(IFN-y e IL-12) e paradoxalmente inibe esta respostak&sret al. 2004; Gaddi e Yap
2007). Esta dupla capacidade do parasito se muostifica e permite que se estabeleca
uma interacao parasito-hospedeiro estavel. Falbdmlanco dessa resposta imune tém
consequéncias negativas para ambos, tanto a n$témgco como no globo ocular
(Vallochi 2008).
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6.1.2.Toxoplasma gondie resposta imunoldgica

A resposta imune provavelmente apresenta um paf®lante na evolugédo da
infeccdo e, possivelmente, na resposta a terapigencional (Vallochi 2002)T.
gondii, induz uma resposta imunolégica consistente eddura que busca o controle da
proliferacdo dos taquizoitos. A infec¢cdo assinticadé resultante de uma rapida e
poderosa resposta imune mediada por células, quresanca de altos niveis de IFN-
produzidos por NK, CD4e CD8 durante fase aguda e cronica da infec¢éo (Miller e
al. 2009). O IFNy € importante tanto na fase aguda, para conversdaqdizoito em
bradizoito, como na fase crbnica, impedindo a c@d@eede bradizoito em taquizoito
(Suzuki et al. 1988).

A producao de IFN-é induzida principalmente pela IL-12, a qual &pda por
células dendriticas, macréfagos, neutrofilos e mbo®. Estas duas citocinas
direcionam um fenétipo Thl nas células C@4CD8. Células de perfil Th1l secretam
preferencialmente IL-2 e IFM- contribuindo para a resisténcia aos patdégenos
intracelulares (Mosmann e Coffman 1989). A IL-2undas células NK ou células T
CD8, que sédo citotoxicas, contra células-alvo isigas porT. gondii A atividade
protetora das células T CD8 é mediada parcialmainéés da producdo de citocinas,
como IFN«y, porém um efeito citotoxico direto contra o paasambém foi relatado
(Roberts e McLeod 1999). Parametros imunoldgicogasposta al. gondii foram
avaliados em pessoas infectadas com e sem leskw, @ugerindo que a resisténcia ao
desenvolvimento dessa patologia esteja associatiaachabilidade de montar uma
resposta duradoura de perfil Thl, com producad ded IFN< (Yamamoto 2000).

Nagineni e colaboradores (1996) realizaram um estun células do epitélio
pigmentar da retina humana, uma importante cekdalatéria dentro da retina e uma
das células infectadas pdr. gondii Os autores mostraram que IFNsromove a
deplecao do L-triptofano por meio da ativagcéo darea 2,3-desoxigenase indolamina,
resultando na inibicdo da replicacdo Tegondii. O IFN-y também ativa diferentes
mecanismos de defesa intracelular que incluem dugém de radicais toxicos de
oxigénio e intermediarios do nitrogénio em célulBs células apresentadoras de
antigeno, NK, macrofagos e neutroéfilos. Estes maslithxicos conduzem a um estresse
oxidativo que interfere no metabolismo do para@tigigaki et al. 2002).

Entretanto, T. gondii também mostra uma eficiente habilidade de silenaia
cascata de sinalizacédo IfiStatl podendo ser um fator importante na capaeidiad

parasito em persistir mesmo na presenca de umeos@oesposta Thi vivo (Kim et
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al. 2007).T. gondii também pode evadir da resposta imune atuandotngues da
cromatina do hospedeiro e inibindo a ligacao dawda de transcricdo ao promotor dos
genes de citocinas, como observado em um estudd bibi (Leng et al. 2009).

O parasito aparentemente tem a capacidade de dwerseu proprio destino,
maximizando a sua persisténcia e minimizando a apatologia no hospedeiro através
da inducédo de citocinas com propriedades antisirdtarias como TGRB; IL-27 e IL-

10. Esta ultima citocina tem grande importancianoreegulatoria durante a infeccéao
por T. gondii(Gazzinelli et al. 1996xendo produzida, muitas vezes, concomitante com
IFN-y e IL-17, prevenindo a destruicéo tecidual por ntEidbalanceamento da resposta
Th1/Th2 (Damsker et al. 2010).

Um distinto grupo de células Th, as células ThliWdptoras de IL-17,
apresentam um papel crucial na inducdo de injécadtal autoimune. A IL-17 pode
induzir o rompimento das junc¢des endoteliais quenéoa barreira sangue-cérebro e, em
consequéncia, os linfécitos Thl7 podem atravessandotélio vascular e destruir
neurénios, promovendo uma inflamacgéo no sistemesercentral (Kebir et al. 2007).
No entanto, a citocina IL-27, a qual é constitutieste expressa no ganglio retinal e em
células fotorreceptoras, em resposta ao tfdde reduzir a duracdo da resposta imune,
agindo como potente inibidor do desenvolvimento datulas Thl7. Casos de
manifestacéo clinica de vasculites e vitrites, waig|sao indicativos de toxoplasmose
ocular ativa, sdo atribuidos a um desequilibrioeeatproducao de citocinas IL-17/ IL-
27 que parece ser pré-requisito para respostanafttaia e hipersensibilidade tecidual
(Garweg e Candolfi 2009). No estudo de Carneirolaboradores (2016) foi observado
um padrdo pré inflamatério com producéo de K-BlHL17 associado a lesbes oculares
inflamatadrias ativas em recém nascidos com toxapdae congénita.

A recorréncia observada em pacientes com toxoplssmoular mostrou relacéo
com os niveis de IL-5. Esta citocina tem um papgiortante na inducdo de uma
resposta do tipo Th2 e na producéo de anticorpameatando a producao de IgA
especifico, o qual tem sido descrito como predder recorréncia em casos de
toxoplasmose ocular (Takatsu et al. 2009). Jénamtho e nimero de lesbes mostraram
relacdo com os niveis de IL-13 e IL-4 (De-la-Toseal. 2014). IL-4 também é
importante no direcionando da resposta do tipo $82do capaz de inibir a secrecéo de
IFNy e IL-2 e estimular producéo de IL-10 pelos maago$a(Sher et al. 1993). Roberts
e colaboradores (1996) observaram que camunddmgakoutpara IL-4 tinham maior

suscetibilidade a infeccdo aguda que o grupo dentporém, durante o curso de
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infeccdo porT. gondiia IL-4 pode desempenhar tanto fungdo protetodugrado a
inflamacéo) como de desenvolvimento da doenca (peduo reativagcao).

IL-4 tem demonstrado suprimir tanto diretamente @amdiretamente a producao
de TNFea pelos macrofagos (Economou et al 1989; Essnelr €089). TNFe € uma
citocina pleiotrépica com funcgdes fisiologicas eopEgicas que incluem regulacédo da
inflamacé&o, cancer e neurogénese (Marin e KipniSREsta citocina pré-inflamatéria
esta diretamente envolvida com a regulacdo doioresto dos taquizoitos e quando
em sinergia com IFNpromovem funcdes efetoras confragondiitanto na fase aguda
como crbnica da infeccdo (Denkers e Gazzinelli J988n respostas inflamatorias
vasculares, TNF+ atua diretamente sobre varios mediadores inflaimoat§éecundarios
atraves de ligacdo com os receptores de &Nprincipalmente TNFR1), resultando na
producao de espécies reativas de oxigénio (ROStigacao do fator nuclearB (NF
—«B ) (Donath e Shoelson, 2011; Kakumu et al. 198IF-kB regula a transcricéo de
genes envolvidos na patogénese das lesbes inflaasatéincluindo citocinas,
quimiocinas e moléculas de adeséo (Didonato 04R).

A resposta imune humoral € iniciada pela produgdardicorpos especificos para
T. gondii (IgM e IgG). A producéo do anticorpo IgM ocorre micio da infeccéo,
desaparecendo dentro de algumas semanas ou megesnte picos de produgédo do
anticorpo IgG ocorrem dentro de 1 a 2 meses apdfeecdo e permanece elevado por
toda a vida (Subauste e Remington 1993). Souzlva @013), observaram que recém-
nascidos com toxoplasmose ocular apresentavam esaniveis de 1gG2 e IgG4 para
rMIC3 deT. gondiiquando comparados com criangas sem lesdes oculaoesrréncia
de calcificagBes intracranianas também esta askoéamaior prevaléncia de 1gG2 e
IgG4 anti-rMIC3.

6.1.3. Imunogenética e toxoplasmose ocular

A variagdo na apresentagcdo clinica e gravidade aengd em individuos
suscetiveis tém sido atribuidas a varios fatonedindo a heterogeneidade genética do
hospedeiro e 0 gendtipo do parasito (Boothroydigga002). Em relacdo ao gendtipo
de T. gondii, € importante notar qudoxoplasmaapresenta cepas de diferentes
gendtipos. Os isolados obtidos de humanos e anonaisdos da Europa e América do
Norte permitiram identificar trés principais grupea populacdo dé&. gondii tipo I,
tipo Il e tipo Ill. Estas linhagens compartiiham%8&la identidade genética, porém

diferem quanto a viruléncia e padréo epidemioldgid® fato, o tipo Il € geneticamente
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heterogéneo e o tipo Il é apenas um subgrupo mm Hi (Dardé 2004). Estudos
mostram que a linhagem tipo | € mais virulenta gsidinhagens do tipo Il e lll. Como
viruléncia € uma caracteristica multigénica, o amento das linhagens menos
virulentas (tipo Il e 1ll) gera alguns descendermigia viruléncia se mostra realcada. Em
outros continentes como Asia, Africa e América dad 8§ estrutura populacional
apresenta uma maior diversidade genética, ndo axando nessas trés linhagens,
sendo denominadas linhagens atipicas (Ferreilaz@6).

A composicao genética de gondiié mais complexa do que se tem conhecimento
e 0s gendtipos do parasito contribuem com os ekt clinicos distintos observados
na toxoplasmose em diferentes localidades (Valloehial. 2008). Ferreira e
colaboradores (2011) observaram que em sete pesientn toxoplasmose ocular no
estado do Rio de Janeiro, 0 gendtipo do paraskoledo na infeccdo pertencia ao
gendtipo 65 (segundo o ToxoDB - http://toxodb.axidt). Entretanto, Carneiro e
colaboradores (2013) ndo observaram associa¢gége1ptipo dos isolados obtidos de
recém-nascidos infectados e a ocorréncia de dasngar.

Além da linhagem do parasito, 0 gendtipo do hospedsode influenciar na
morbidade da patologia. O polimorfismo em regi@ulatorias de genes de citocinas
bem como em receptor@sll-like (TLRS), realizam uma funcdo chave na regulacao do
tipo e magnitude da resposta imune, e assim aazatyolimorfica desses genes pode
conferir maior flexibilidade a resposta imunolog{&chroder e Schumann 2005).

Os receptore3oll-like realizam uma importante funcdo junto a imunidacsa
no reconhecimento de microorganismos invasores,fedndo certo grau de
especificidade. Os TLRs reconhecem tracos de coempes microbianos e ativam uma
resposta inicial sinalizando através de uma prataftaptadora, denominada MyD88,
que é essencial na resposta a citocinas proinflarastdiante de varios patdégenos
microbianos (Vallochi et al. 2008).

A invasdo da célula hospedeira pargondii, além da interacdo com produtos
microbicidas, resulta frequentemente na ativacafaiees de transcricdo, entre eles os
da familia NF«B. Shapira e colaboradores (2002) demonstraraninquieo, a infeccao
com T. gondiiresulta na ativacdo de NF«xB e que macréfagos de camundongos e
linhagem fibroblastica humana infectados com essasfio ndo apresentaram ativagdo
desse fator de transcricdo. Sabe-se que a enzirgd/RBf-1 Apurinic apyrimidinic
endonuclease 1/Redox factor-participa na regulacdo de fatores de transcricao,

inclusive do NF —«B, controlando assim a resposta celular contra rasga. A
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APE1/Ref-1 é uma enzima multifuncional codificaddopgeneAPEX1que apresenta
regido N-terminal envolvida com atividade redooma regulacdo de varios fatores de
transcricéo, e regido C — terminal envolvida neiddide de reparo de DNA por excisdo
de bases (Pines et al. 2006).polimorfismo génico d&APEX1 (rs1130409) mostrou
associagcado com a suscetibilidade para o canceaderfAlMutairi et al. 2015), e Silva
e colaboradores (2011) encontraram associacaosgéstahente significante entre esse
mesmo SNP e infeccbes bacterianas.

O polimorfismo em genes que codificam citocinas teostrado estar associado
com a suscetibilidade a doencas parasitérias, caotmgervado em individuos
homozigotos para o gene que codifica o K-N-ais individuos homozigotos eram mais
suscetiveis a toxoplasmose ocular do que aquelevidoos heterozigotos
(Albuguerque et al. 2009). Em infeccao porgondii,os SNPs em genes que codificam
as citocinas IL-10, TNk, IL-la e IL-13 foram descritos em individuos com
retinocoroidite (Cordeiro et al. 2008). Desta forow genes que codificam diversos
componentes do sistema imunolégico podem exibimmmofismo em suas regides
codificadoras e reguladoras que afetam o nivep@ die expressdo em resposta aos
estimulos, dirigindo a resposta imune para difeertas (Vallochi 2008).

Uma série de estudos confirma a relevancia de eleseala resposta imune na
patogénese da retinocoroidite toxoplasmica. Pareee necessario um balanco
controlado entre as citocinas pro-inflamatoriasyé-iaflamatorias na determinacédo da
ocorréncia e da gravidade da doenca. Além dissdémsias recentes demonstram que
predisposi¢cdo genética pode ser relacionada taomo & ocorréncia, quanto com a

recorréncia da doenca (Cordeiro et al. 2010).
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6.2. OBJETIVOS

» Correlacionar a toxoplasmose ocular com o per§latocinas plasméticas: IL -
4, IL-5, IL-17A, IFN<y e TNF;

* Testar associacdo da toxoplasmose ocular com on@dismo dos genes:
APEX1(rs1130409) &1yD88(rs7744).
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6.3. MATERIAL E METODOS
6.3.1. Area do estudo
Os voluntarios analisados nesse estudo residemstanloedo Rio Grande do

Norte. As caracteristicas desse Estado se encodgaanitas no capitulo 1.

6.3.2. Célculo da amostra
6.3.2.1. Calculo da amostra para analise genética

O programa de computaddfinpepifoi utilizado para obter o tamanho minimo da
amostra(Abramson 2011; Silva et al. 2011). Para o caldoioutilizada a menor
frequéncia alélica dos genes selecionados nesidoefllyD88 — rs7744; MIF=0,14).
Utilizando um intervalo de confianca de 95%, admiiti-se um erro de 5% e poder de
80% obteve-se que o tamanho minimo da amostras@&aepara esse estudo € de 80
individuos. Como se trata de um estudo do tipod'@mtrole” (1:1), 40 individuos
devem apresentar toxoplasmose ocular (casos) e ed@nd apresentar apenas
toxoplasmose assintomatica (controles). Para est@lae se optou em fazer uma
proporcao de 1:2, ou seja, um caso para dois destrAssim, utilizando um intervalo
de confianca de 95%, admitindo-se um erro de 5%demde 80%, o progranvlinpepi
calculou uma amostra minima de 93 individuos, orgle devem apresentar
toxoplasmose ocular e 62 devem apresentar sorologg#tiva para toxoplasmose,
porém sem lesdo ocular. Para a analise genéticanboles foram compostos, em sua

maioria, por familiares dos pacientes.

6.3.2.2. Calculo da amostra para a andlise de ditas plasmaticas

Uma vez que o fendtipo é a expressao do gendtgmciaslo ao meio ambiente,
utilizou-se a mesma amostra e 0 mesmo calculoaajgi@ analise genética. Para essa
analise ainda foram incluidos pacientes com soi@loggativa para a toxoplasmose e,
assim, trés grupos foram formados: (1) controlétiposassintomatico sem lesao ocular
(denominado TOXO), (2) controle negativo (denomméd) e (3) casos clinicos com
leséo ocular (denominado Ocular TOXO).
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6.3.3.Processo amostral

A amostra para esse estudo foi obtida no Hospitavddsitario Onofre Lopes
(HUOL), localizado no municipio de Natal — RN, e ama clinica particular
(Oftalmed) localizada no municipio de Santa CruRN. O Hospital Universitario
recebe, em seu setor de oftalmologia, paciente®die o estado do Rio Grande do
Norte, realizando cirurgias, exames e procedimeoftasmologicos. O mesmo servigo
e oferecido pela Clinica Oftalmed, que também tamcgyia com o SUS, porém seus
pacientes residem na regido do Trairi do RN.

Para obter a amostra foram realizadas visitas riserga HUOL e a clinica
Oftalmed no periodo de 2014 a 2015. Os critérioglidgnéstico para toxoplasmose
ocular, utilizados nesse estudo, foram os mesmopréléca clinica, onde ha uma
associacdo entre o aspecto da lesdo obtido pelemoficopia e a sorologia reagente
paraT. gondii Os pacientes com o diagnostico de toxoplasmostaroconfirmado
foram contatados e as coletas foram realizadassidéncia dos proprios voluntarios ou
no HUOL. Durante o contato (por telefone e/ou palssente) com o paciente, foram
esclarecidos os objetivos bem como os riscos efibersedesse estudo. Para compor a
amostra controle foi solicitada a presenca de gdarentes, com preferéncia para os
genitores. No caso de impossibilidade, foi soldata presenca de dois voluntarios com
idade igual ou superior a 12 anos, que tivessaesge em participar da pesquisa.
Aqueles que aceitaram participar do estudo assmardermo de Consentimento Livre
e Esclarecido — TCLE (Anexos L e M) e tiveram saa®stras de sangue coletadas.
Todo o procedimento foi aprovado pelo comité deaétia UFRN (Parecer n° 1.206.329
— Anexo N).

6.3.4.Coleta de dados

A entrevista foi realizada tanto em voluntarios @upeesentavam lesao ocular
como nos individuos controle. A partir do questiaméram obtidas informacdes sobre
a lesao e os fatores de risco (Anexo O).

6.3.5.Amostras de sangue e analise soroldgica

Antes de realizar a analise do polimorfismo gémicda expressdo do perfil das
citocinas, foi realizado um ensaio imunoenzima(ieblSA) utilizando o soro de todos
os voluntarios (pacientes e controle). O ELISA paméicorpos IgG seguiu 0 mesmo
protocolo descrito no capitulo 1 e permitiu a aonéicdo dos pacientes com leséo

ocular porT. gondiie a triagem dos controles positivos e negativoa paestudo.

117



Apenas para as amostras de soro dos pacientesesam dcular foram realizados os
testes de avidez de IgG e o0 ELISA para o anticégpb O teste do fator reumatdide
também foi realizado para excluir falsos positiy@sa IgM. Os protocolos para as
analises da avidez do anticorpo IgG, ELISA- IgMeste do fator reumatdide foram os
mesmos descritos no capitulo 2. Aliquota de samgueada voluntario (pacientes e
controles) foi utilizada para analise do perfila®cinas (soro) e polimorfismo génico

(sangue total).

6.3.6.Andlise genética
6.3.6.1. Extracdo de DNA

Para andlise do polimorfismo génico e sua correlagén o desenvolvimento da
les@o ocular foi realizada a extracdo do DNA aipdes células sanguineas (globulos
brancos). Daqueles pacientes com toxoplasmose rocatdirmada e dos controles
positivos foram coletados 4mL de sangue, por pudgéeeia periférica, usando tubos
tipo vacutainef contendo EDTA. Para a extracdo do DNA foi utiliaaal kit Wizard
Genomic DNA Purificatiomda marca Promega. A extracdo seguiu o protocdoritie
pelo fabricante e o DNA foi diluido em agua ulttarga Para a quantificacdo do DNA
foi utilizado o equipamento Nanodrop N2000 (Ther®aentific Waltham, EUA).
Apo6s quantificagdo das amostras, o DNA foi dilumlauma concentragdo final de
5ng/uL.

6.3.6.2. Caracterizacéo dos genes-alvo

Para investigar a existéncia de uma associaca@ entdesenvolvimento da
toxoplasmose ocular e polimorfismo génico forameaehados dois genes que se
mostram envolvidos na resposta imunolédgica. Asctaristicas desses genes foram
obtidasno banco de SNPs ddational Center of Biotechnology InformatienNCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.goy/, no qual os polimorfismos dentro destes geneanfor

selecionados. NEntrez Geng€NCBI) foram obtidas todas as sequéncias génicas.

» MyD88 (Myeloid Differentiation primary response 88)

Este gene, localizado no cromossomo 3 (3p22), ficadima proteina adaptadora
citosolica que realiza uma funcéo central na rdspasune inata e adquirida. Pacientes
com mutacdes neste gene tem um aumento da susdadibia infeccdes por bactérias
piogénicas (Suzuki et al., 2008). Para este genselecionada a regido polimorfica
rs7744, uma regidao 3" ndo traduzida (3'UTR).
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*  APEX1(multifunctional DNA repair enzyme

A resposta inflamatéria de muitas doencas infeesi@eaba acarretando a ativacao
de estresse oxidativo nas células devido a liberdeéfatores (como espécies reativas
de oxigénio ou nitrogénio) pelas células de defesdentativa de conter o patdogeno
(Silva et al. 2011), e estes fatores danificam ADAssim, este gene que participa do
sistema de reparo de DNA por excisdo de base (BiRglecionado. O gen&PEX],
localizado no cromossomo 14 (14g11.2), codifica emdonuclease (APE1/Ref-1) que
participa na regulacdo de fatores de transcricdoddF«B (Tell et al. 2009). A regiédo

selecionada para a analise foi rs1130409.

6.3.6.3. Analise do polimorfismo génico (PCR enpteneal — gPCR)

As regides polimorficas selecionadas de cada gaaenfamplificadas através da
técnica de gPCR. Utilizou-se o HiangMan® Genotyping Master Moka marcaipplied
BiosystemsComo o ensaio € desenhado e padronizado par@fi@ancom os mesmos
ciclos térmicos, um protocolo unico foi aplicadagas dois genes. Assim, em cada
poco da placa foram adicionados 10ng de DNA (caolgo pcorrespondia a uma
amostra/voluntario)Tagman genotyping master n{X) e a sonda especifica para cada
polimorfismo. A placa utilizada para este experitbefoi a Fast Optical 96-Well
Reaction PlatesOs dois SNPs selecionados foram amplificados lewap distintas. A
amplificacéo e leitura das placas foram realizadagquipament@pplied Biosystems
7500 Real Time PCR Systens procedimentos ocorreram com a colaboracdo das
Dras. Fabricia Lima Fonte, Lucymara Fassarella Adnma e Rita de Cassia Silva —
Portela no Laboratorio de Biologia Molecular e Geao(LBMG) e no Instituto de

Medicina Tropical, ambos situados na UFRN — Natal.

6.3.7. Andlise do perfil das citocinas plasmaticas

6.3.7.1. Caracteristicas das citocinas alvo
Para verificar a associacdo entre o padrao deird®@ré e anti-inflamatorias
produzidas pelos voluntarios e o desenvolvimentotal@plasmose ocular foram

selecionadas cinco citocinas.
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* Interleucina 4 (IL-4)

Essa citocina tem mudltiplas fun¢cées na modulacdoedposta inflamatéria, como
inducdo da producéo de IgE e direcionamento para n@sposta imune do tipo Th2
(Nakayama et al. 2002).

* Interleucina 5 (IL-5)

Essa € uma citocina pré-inflamatéria que, dentteasifuncdes, induz diferenciacao
dos eosindfilos. IL-5 é produzida por mastécit@dulas endoteliais e, principalmente,
por células Th2 (Takatsu et al. 2009).

* Interleucina 17 (IL-17)
Essa citocina, também chamada IL-17A, é produzioiagélula T de memoria,
especialmente pelas células Th1l7. IL-17 induz efivado fator nucleaxB (NF«xB)

que, por sua vez, ativa genes de diversas cito(Btedom-Barak et al. 1998).

* Interferon gama (IFN)

Dentre as diversas funcfes dessa citocina podemstacdr sua importancia em
ativar a resposta imune inata aumentando produ@icitdcinas inflamatorias e
quimiocinas, e também induzindo aumento da apras&atde antigenos por fagocitos
mononucleares, como macrofagos (Hu e Ivashkiv 2009)

« Fator de Necrose Tumoral alfa (TN&-

Essa citocina, produzida por macréfagos, tambénesapta propriedades pro-
inflamatoria se mostrando associada a varias deenffamatorias cronicas (Aggarwal
et al. 2012).

6.3.7.2. Andlise das citocinas através da técnigio@etric Bead Assay (CBA)

A andlise do perfil das citocinas foi realizada @entro de Pesquisa René
Rachou/CPgRR no Laboratério de Biomarcadores degridstico e Monitoracao
(LBDM) em colaboracdo com Dr. Olindo Martins Filhd.quantificacdo das citocinas
IL-4, IL-5, IL-17A, IFN-y e TNFe presentes no soro dos voluntarios foi realizada
através de citometria de fluxo, utilizando Kitgtometric Bead Ara{CBA), especificos
para citocinas humanas de acordo com as recomersdaigd fabricante (IL-4 cod.
561510; IL-5 cod. 561511; IL-17A cod. 562143; IkNesod. 561515; TNFe cod.
561516 - BD® Biosciences, USA).

As amostras de soro dos voluntarios (mantida a -8¥C a analise) foram

descongeladas em banho-maria a 37°C e centrifugamta$ minutos, a 12000g, a
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temperatura ambiente. Em resumo, os soros e o$gsadie citocinas do kit foram
incubados com microesferas de captura recobertasanticorpos especificos para cada
citocina (3uL), com volume final de 18.. Apés trés horas de incubacéao no agitador
orbital, foi acrescentado 160 ul da solucdo degarae o material centrifugado a 400 x
g, 18°C por 10 minutos. O sobrenadante foi despreeaas amostras foram resuspensas
em 200 pl da solugéo de lavagem e a leitura foizesta imediatamente em citbmetro
de fluxo BD FACSverséd' (Becton Dickinson, EUA). Para analise dos resokadram
utilizados os dados obtidos através da Intensiddddia de Fluorescéncia (IMF)

observada para cada analito.

6.3.8. Andlise estatistica
6.3.8.1. Analise do polimorfismo génico

O equilibrio de Hardy-Weinberg € a base da genékicaopulacdes que afirma
que, dentro de determinadas condi¢des, as freqaealglicas permanecerdo constantes
ao passar das geracdes. Esta andlise permiteiceertfe ndo houve desvio da
frequéncia, uma vez que um desvio significante endsste € interpretado como
indicativo de erro de genotipagem. Entdo, antesati@tises de associacdo, todos 0s
dados de genotipagem foram verificados. A freqeémdélica foi determinada pela
contagem direta dos alelos. Para verificar a Bigigdo genotipica no equilibrio de
Hardy-Weinberg foi realizado o teste qui-quadra@lara analisar a associacao entre o
polimorfismo dos genes e lesdo ocular foi realizadagressao logistica utilizando o
programa STATA versdo 10.0, e considerou-se o migalignificancia estatistica igual
p < 0,05 e intervalo de confianca de 95%. Os efeltssvariaveis independentes foram
avaliados a partir do célculo d@dds Relativa (OR) com intuito de definir a

probabilidade de risco e determinar o nivel deauéikia de cada genotipo.

6.3.8.2. Andlise do perfil das citocinas

Para a andlise estatistica foi utilizado o métodgmmWhitney. As comparacdes
foram realizadas utilizando Kruskal-Wallis, segud#um pds-teste de Dunn. Os dados
obtidos foram considerados estatisticamente saatifios quando o valor dp foi
menor do que 0,05p€0,05). Todas as analises foram feitas utilizandsoftware
GraphPad Prism 5.0.
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6.4. RESULTADOS
6.4.1.Caracteristicas dos voluntarios

Para a andlise do perfil imunogenético foram aadtis 48 voluntarios com
diagndstico de toxoplasmose ocular confirmado. Astra controle foi composta por
96 voluntarios assintomaticos, mas positivos pg@adnti —T. gondii e 15 voluntarios
negativos para toxoplasmose. Desta amostra cont®di tinham algum grau de
parentesco com aqueles individuos que apresentaveite.

Dos voluntarios com les&o ocular 64,6% eram do $exinino e 35,4% do sexo
masculino. Foram encontrados voluntarios com t@aspbse ocular provenientes das
quatro mesorregides do RN, porém 66,6% dos volstaesidiam no Leste potiguar.
A idade variou de 13 a 65 anos (média de 27,2 amwye)a maioria apresentando idade
igual ou superior a 30 anos, e 29,2% tinham atégrds do ensino médio (Tabela 40).
A amostra controle foi composta por 58,3% de vdltias do sexo feminino e 41,7%
do sexo masculino, os quais também residiam ens taslanesorregides do RN, exceto
no oeste. A idade desses voluntarios variou de 180aanos, com a maioria
apresentando idade igual ou superior a 30 anos.ré€lagéo ao grau de escolaridade, a

maioria (43,8%) tinha até o 2° grau do ensino m€babela 40).

Tabela 40 Caracteristicas individuais dos controles e v@das com toxoplasmose ocular
do Rio Grande do Norte.

o Voluntarios soropositivos - IgG
Variaveis B B Total (%)
Com lesédo (%) Sem lesao (%)

Sexo
Feminino 31 (64,6) 56 (58,3) 87 (60,4)
Masculino 17 (35,4) 40 (41,7) 57 (39,6)
Mesorregides
Oeste 6 (12,5) 9(9,4) 15 (10,4)
Central 2 (4,2) 0 (0,0) 2(1,4)
Agreste 8 (16,7) 10 (10,4) 18 (12,5)
Leste 32 (66,6) 77 (80,2) 109 (75,7)
Idade
>11e<15 5(10,4) 0 (0,0) 5(3,5)
>15e<30 13 (27,1) 17 (17,7) 30 (20,8)
>30e<45 18 (37,5) 35 (36,5) 53 (36,8)
>45 e <60 11 (22,9) 22 (22,9) 33 (22,9)
> 60 1(2,1) 22 (22,9) 23 (16,0)
Grau de escolaridade
Analfabeto 2(4,2) 11 (11,5) 13 (9,0)
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Até a 42 série do ensino fundamental 9 (18,8) a4§1 23 (16,0)

Até a 82 série do ensino fundamental 10 (20,8) 9 (9 19 (13,1)
Até 2° grau do ensino medio 14 (29,2) 42 (43,8) (3359)
Superior (completo ou n&o) 13 (27,0) 20 (20,8) Z30Q)

6.4.2.Caracteristicas das uveites nos voluntarios com toglasmose ocular

A maioria dos casos de uveite ocorreu no ano det,261os voluntarios
apresentavam idade variando de 3 a 64 anos no niomemiagnostico. A recorréncia
foi observada em 29,2% desses voluntarios cujaeidadiou entre 3 e 36 anos. A
maioria dos voluntarios relatou que a visédo foijjystieada em 50% ou mais. Lesao
bilateral foi observada em 3 individuos (6,3%),0865daqueles com les&o unilateral

relataram uveite no olho esquerdo (Tabela 41).

Tabela 41. Aspectos relacionados a uveite dos voluntadosRio Grande do Norte
com toxoplasmose ocular.

Variaveis N =48 %

Idade do 1° episddio de uveite

<15 9 18,8

>15e<30 19 39,6

>30e<45 17 35,4

> 45 e < 60 2 4,2

> 60 1 2,1
Ano da uveite

1980 — 1990 5 10,4

1991 — 2000 8 16,7

2001 - 2010 8 16,7

2011 - 2015 27 56,2
Apresentou recorréncia

Sim 14 29,2

N&o 34 70,8
Porcentagem da visao perdida

< 21% 19 39,6

> 21 < 60% 12 25,0

> 60% 17 35,4
Leséo

Unilateral 45 93,7

Bilateral 3 6,3
Olho afetado

Direito 21 43,7

Esquerdo 24 50,0

Ambos 3 6,3
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6.4.3.Caracteristicas imunoldgicas dos voluntarios com ¥mplasmose ocular

Doencga auto imune foi relatada por 3 voluntariogleol apresentava lipus e 2
artrite reumatoide. O tratamento com corticoidesadie 0 episddio da inflamacao foi
relatado por 85,4% dos voluntarios e 2 deles maatalinfodenopatia cervical. A
andlise da avidez do IgG ariti gondii mostrou que nenhum voluntario apresentava
caracteristica de infeccdo recente, ou seja, todogoluntarios apresentaram avidez
acima de 50%, e a maioria (70,8%) tinha avidez adi@® 91%. O anticorpo IgM foi

detectado em 2 desses voluntarios, e em nenhu foeldetectada a presenca do fator

reumatoide (Tabela 42).

Tabela 42.Aspectos imunolégicos dos voluntarios do EstaddranGrande
do Norte com toxoplasmose ocular.

Variaveis N =48 %
Apresentou linfodenopatia
Sim 2 4,2
N&ao 44 91,6
Nao lembra 2 4,2
Faz/Fez uso de corticoides
Sim 41 85,4
Nao 7 14,6
Avidez (%)
8 a 49 0 0,0
50a 70 0 0,0
71a80 2 4,2
81 a90 12 25,0
91 a100 34 70,8
Presenca de IgM
Sim 2 4,2
N&ao 46 95,8

6.4.4.Perfil genético da amostra controle e dos voluntdos com toxoplasmose
ocular

Dos 144 voluntarios (com e sem lesdo) a analisevégrdo qPCR identificou,
para o genAPEX1], 30,1% dos individuos apresentando alelos homtmsgoeormais
(TT), 26,3% apresentando alelos homozigotos poficuy (GG), e 43,6% alelos
heterozigotos (GT). Para este gene, 4 voluntaros kesdo ocular e 7 controles ndo
tiveram seus alelos determinados, sendo excluidesadalises. Para o gehyD88

foram identificados 78,5% dos individuos apreseattaalelos homozigotos normais
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(GG), 2,1% alelos homozigotos polimoérficos (AA) ©,4% apresentavam alelos
heretozigotos (AG). Todos os 144 voluntarios timeseus genotipos determinados para
esse gene. A distribuicdo genotipica do gé&iEX1 e MyD88 se encontrou em
equilibrio de acordo com a teoria de Hardy-Weinl{&abela 43).

Tabela 43 Frequéncia genotipica dos controles e dos voliast@&om toxoplasmose
ocular do estado do Rio Grande do Norte.

Voluntarios com uveite Controle

Gendtipos e alelos (%) (%) N (%)
GeneAPEX1
TT 7 (17,5) 33 (82,5) 40 (30,1)
GG 14 (40,0) 21 (60,0) 35 (26,3)
GT 23 (39,7) 35 (60,3) 58 (43,6)
GeneMyD88
GG 38 (33,6) 75 (66,4) 113 (78,5)
AA 2 (66,7) 1(33,3) 3(2,1)
AG 8 (28,6) 20 (71,4) 28 (19,4)

6.4.5. Correlagéo entre a toxoplasmose ocularogpolimorfismo génico

Na andlise de regressdo logistica, considerandwadéveis relacionadas a
frequéncia alélica do gem&PEX], foi encontrada diferenca significativa entre dgsie
voluntarios com lesdo ocular e seus controles. lRase gene, individuos com o
genotipo composto por alelos homozigotos polimédi¢GG) ou heterozigotos (GT)
tinham mais chances de desenvolver uveite, indacanth associacdo entre o genotipo
e o0 desenvolvimento de leséo ocular por toxoplasnibstretanto, para o geMyD88
a analise ndo mostrou valores significativos easrgenotipos do grupo controle e do
grupo com lesao ocular (Tabela 44).

Tabela 44. Analise univariada da frequéncia alélica dos gexietEX1e MyD88 dos
controles e voluntarios com lesao ocular do estlmdRio Grande do Norte.

Genotipos e Voluntarios com  Controle Univariada p
alelos uveite (%) (%) OR (1C95%)
GeneAPEX1
1T 7 (17,5) 33 (82,5)
GG 14 (40,0) 21 (60,0) 3,1(1,1-9,0) 0,03
GT 23 (39,7) 35 (60,3) 3,1(1,2-8,2) 0,02
GeneMyD88
GG 38 (33,6) 75 (66,4)
AA 2 (66,7) 1(33,3) 3,9 (0,3 -44)9) 0,27
AG 8 (28,6) 20 (71,4) 0,8 (0,3-2,0) 0,61
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6.4.6. Associacao entre a toxoplasmose ocular earfp das citocinas

Para esta analise foram utilizados dados obtidaséd da Intensidade Média
Fluorescéncia (IMF) de cada analito avaliado. Um modaiagrama) demonstrandc
perfil panoramico para cada individuo foi elabora@ara cada citocina foi calculad;
mediana global, a qual foi utilizada como pontadee para segregacao de individ

caracterizados como baixo produtor e alto produtoritteimas (Figura 12

IFh-- IL-4 IL-5 TrHF IL-17 A
e . 2800 4000 R 3200~ -
— - - L]
LEL : ': =
— -
N L ] »
- - L -
g . " : [
4 [ ]
g ‘. l:- '==l- i ..'
iy e T L 1 LT g
= At e ) Spiine s e
o =I¥iEla =
(T PR e - Sian -
O 5.0 - 2.0+ A0 el — pgooc o
g Pl LB e ke a e
= PaoEnon ﬁ |:ID 15 g
c ooy oo a0y gt uu =]
) [ali] e o_“Eono
3 JAorAnn 2 o LA I
c 2 N nooo notd
8 a : d;:‘hEl o
of o
a ﬂinnu [=}
o2 =
a

]
£4

Figura 12. Estabelecimento da mediana global (ponto de cqoeep cad:
citocina, baseado na Intensidade Média de Fluonesc@MF).

Os individuos que apresentaram valores abaixo dkamee global (denominad:
“baixo produtor”) foram demonstrados, no diagramaforma de retangulos branco
aqueles com valores acima da mediana (denominadti®e ‘produtor”) forarn
demonstrados nafma de retangulos pretos (Figura 13A). A frequéilds individuo.
“alto produtor” para cada citocina se encontraiaal da sequéncia de retangulos. E
frequéncia foi utilizada para gerar o grafico enrdma (Figura 13B) e mostrar, em c:

grupo, apeas a frequéncia dos individuos com “alto” nivetdecinas no sorc
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Controle negativo (NI) % Controlepositivo (TOXO' %

FH- I 48
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IL-5 I 54
THF 46
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Figura 13. Andlise do perfil ds citocinas nos grupos contraecom lesdo ocula
A. Categorizacado dos individuos de acordo com a madiattulada a partir ¢
Intensidade Média de Fluorescéncia de cada citodimdividuos com valore
abaixo da mediana sdo representados por retangutcde aqueles com valol
adma sao representados por retangulo preto. A fregie (%) de individuos
denominados “alto produtores” (acima da medianag pada citocina, € mostre
ao final da sequéncia dos retanguB. Frequéncia de individuos “alto produtor:
encontrada nos gpos controles e com lesé@o oct NI: controle negativo; TOXC
controle positivo sem leséo ocular; Ocular TOXQndeséao ocula
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Para IFNy, valores de IMF maiores ou igual a 135 (ponto @¢ed classificaram
cinco (33%) individuos do grupo controle negatidb) (22 (48%) individuos do grupo
controle positivo (TOXO) e 26 (59%) do grupo corséle ocular (Ocular TOXO).

Para IL-4, valores de IMF maior ou igual a 182 (patte corte) classificaram oito
(53%) individuos do grupo soronegativo, 23 (50%jividuos do grupo controle
positivo e 21 (48%) do grupo com les&o ocular.

Para IL-5, valores maiores que 181 classificarais (8©%) individuos do grupo
controle negativo, 25 (54%) individuos do grupotoale positivo e 22 (50%) do grupo
com leséo ocular.

Para TNFe, valores maiores que 113 classificaram dez (7#dividuos do
grupo controle negativo, 21 (46%) individuos dopgreontrole positivo e 21 (48%) do
grupo com leséo ocular.

Para IL-17A, valores maiores que 226 classificaden (77%) individuos do
grupo controle negativo, 17 (37%) individuos dopgreontrole positivo e 24 (55%) do
grupo com lesao ocular.

Para todas as citocinas a analise estatisticam@mieou diferenca significativa
entre os grupos analisados.

Utilizando essa categorizagdo dos individuos em ealtbaixo produtor, um
diagrama foi elaborado para verificar se houve @aga@o entre o polimorfismo génico
e a producdo de citocinas (Figuras 14A e 15A). Dssma forma como descrito
anteriormente, os retangulos brancos representatividnos considerados “baixo
produtor” e os retangulos pretos representam asjugiko produtor”. Assim, 0s
individuos do grupo controle positivo sem lesaolarc(ifOXO) e do grupo com leséo
ocular (Ocular TOXO) foram reorganizados de aca@mo o seu gendtipo. Para o gene
APEX1 (Figura 14)os individuos foram agrupados em homozigoto nor(idl),
homozigoto polimérfico (GG) e heterozigoto (GT)r&@a geneMyD88 (Figura 15) a
reorganizagao gerou dois grupos: homozigoto no(@®@l) e heterozigoto (AG). Como
apenas 3 individuos apresentavam alelos homozigatiasorficos (AA), estes foram
excluidos para evitar viés na andlise. A frequéniga“alto produtores” para cada
citocina observada para cada genotipo se encoatfiaal da sequéncia dos retangulos
(Figuras 14A e 15A). Utilizando apenas a frequéuedalto produtores”, um grafico
em barras foi elaborado (Figuras 14B e 15B). Aise&bstatistica mostrou que nao
houve associacdo entre polimorfismo dos geheEX1e MyD88 e a producdo de

citocinas.
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Para verificar se houve relacdo entre a producé&utdeinas e astatusde perda
de visdo, utilizou-se a mesma categorizacdo dowithms, ou seja, alto e baixo
produtor de acordo com a mediana global encont(&igura 12). Um diagrama
também foi elaborado (Figura 16A) da mesma formaacdescrito anteriormente. O
statusde perda da visao foi organizado em trés categdaa® — 20%; (b) 21 — 59%;
(c) > 60%. Os individuos do grupo controle positivo (TQXe do grupo com leséo
ocular (Ocular TOXO) foram reorganizados de acacdm a porcentagem da visao
perdida. A frequéncia de alto produtores para caodaina observada para castatus
da visao se encontra no final da sequéncia dosgetés (Figura 16A). Essa frequéncia
de “alto produtores” foi utilizada para gerar unéfgro em barras (Figura 16B). A
andlise estatistica mostrou, entretanto, que néweehassociacao entrestatusda perda

da viséo e a producao de citocinas.
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Controle positivo sem leséo ocular (TOXO)
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TNF-a 33 TNF-a
IL-17A 33 IL-17A
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Figura 14. Influéncia do polimorfismo do gen&PEX1na frequéncia de individuos com
“altos” niveis de citocinas no sord. Diagrama categorizando os individubbaixo
produtores” (retangulos brancos) e “alto produtor@stangulos pretos) em relagdo ao
genotipo.B. Frequéncia de alto produtores para cada citocisareda para cada genotipo.
. HN: homozigoto normal (TT); HP: homozigoto polirfiéo (GG); HT: heterozigoto (GT).
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Frequéncia de individuos com
“altos” niveis de citocinas no soro

Controle positivo sem leséo (TOXO)
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IFN-y
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Figura 15. Influéncia do polimorfismo do gendyD88 na frequéncia de individuos com
“altos” niveis de citocinas no sord. Diagrama categorizando os individubgixo
produtores (retdngulos brancos) e alto produtaetar(gulos pretos) em relagdo ao genotipo.
B. Frequéncia de alto produtores para cada citocirs@redda para cada genotipo. HN:
homozigoto normal (TT); HT: heterozigoto (GT).
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Statusde perda da visdo
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Figura 16. Influéncia dos niveis séricos de citocinas statusde perda de visad.
Diagrama categorizando os individubaixo produtores (retangulos brancos) e alto
produtores (retangulos pretos) em relacastatusda perda da visdo organizado em trés
categorias: perda de 0 a 20% de visao, perda de52% de visédo e perda de visao igual
ou superior a 60%B. Frequéncia de “alto produtores” observada para cadeina em
relacéo astatusde perda de visao.
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6.5. DISCUSSAO

Estudos na Colémbia e Brasil sugerem que a toxopiss ocular € mais comum na
América do Sul que em outros continentes (Furtatioale 2013). No Brasil
aproximadamente 30% dos pacientes com diagnostiainencas oculares apresentam
lesdo ocular causada pdr. gondij e a prevaléncia dessa lesdo parece ser alta,
apresentando variacbes de acordo com a éarea estbDatbey et al. 2012). Em
estudantes da cidade de Natal (RN), a prevalémciangrada foi de 1,2% (Garcia et al.
2004), ja em Erechim, no sul do Brasil, foi de %,{Glasner et al. 1992). Outros
trabalhos no Brasil demonstraram prevaléncias deuesta faixa de variacdo
dependendo da &rea geografica, condicdes ambientaisa etaria estudada (Abreu et
al. 1998; Portela et al. 2004). Em Maryland e ndads do Alabama (EUA), a
prevaléncia de lesbes de retinocoroidite sugestieatoxoplasmose na populacdo em
geral foi menor, sendo diagnosticada em 0,6% ddisicuos analisados (Maetz et al.
1987).

A idade tem sido o fator de risco mais citado etudes abordando a toxoplasmose
ocular (Friedmann e Knox 1969, Gilbert et al. 198®&sch-Driessen et al. 2002)
mostrando que a manifestacdo ocorre predominantentln segunda para a quarta
década de vida (Holland 2009). Tais dados séo lworaolos pelos nossos onde a
maioria dos casos de lesdo ocular foi diagnostiemdandividuos com idade variando
entre 15 e 45 anos, apresentando idade meédia de &iQs. Bosch-Driessen e
colaboradores (2002) também encontraram uma maiguéncia de lesdo ocular dentro
dessa faixa etaria, com idade média de 31,1 arssaciacao entre lesdo ocular, idade e
tempo de infeccdo mostrou que 2 a 3% dos individsaopositivos poderdo
desenvolver lesdo ocular, e a idade média enc@parh a manifestacdo dessa leséao
foi de 29,9 anos para aqueles com caracteristawasdgicas de infeccéo tardia e 50,6
anos para aqueles com caracteristicas sorologeadatcao recente (Bosch-Driessen
et al. 2002).

Mattos e colaboradores (2014) encontraram difersiugaficativa entre a média das
idades dos pacientes soropositivos com toxoplasmecsé&r e um grupo controle
(composto por individuos com outra doenca oculémable serem soropositivos),
indicando maior frequéncia da lesdo em individuga média de idade era mais baixa
que do grupo controle. As diferencas metodolégitificultam a comparacgéo direta dos
dados, mas o fato do mesmo padrédo basico ter sidtado sugere que ha uma

verdadeira relacdo entre os episodios de lesadivddnos jovens (Holland 2004). Uma
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série de fatores pode contribuir para o padréoredde, como a hipotese de alteracbes
hormonais durante a adolescéncia, faixa etariawarsg observa maior taxa da lesdo e
também de recorréncia da doenca (Friedmann e K869)1

Levando em consideracao as observacfes de queaanths individuos apresenta
lesdo ocular entre a segunda e quarta década deevigue a prevaléncia da doenca
sistémica aumenta com a idade, alguns autoresrgumantado que, se ha associacado
entre lesdo ocular e infec¢cdo pds-natal, haveti@oemm nimero maior de individuos
mais velhos com toxoplasmose ocular. Porém, o murder pacientes néo reflete a
prevaléncia, uma vez que individuos mais velhogmedvem a doenca, entretanto a
frequéncia com que eles desenvolvem em comparagdiodividuos mais jovens nao &
conhecida. E ainda, um estudo do tipo transveisgredvaléncia da toxoplasmose néo
reflete necessariamente a idade em que a infeogiea (Holland 2004).

Portela e colaboradores (2004) identificaram coatorfde risco para toxoplasmose
ocular a residéncia compartilhada, o que sugerefanta comum de infeccao entre os
membros da familia. Estes familiares além de sevgrostos e infectados por parasitos
de mesmo gendtipo, também podem herdar e comaartif caracteristicas genéticas
que resultem em uma predisposicao a lesao.

Em nosso trabalho encontramos associacdo entre tesdar e polimorfismo
génico, indicando que individuos expressando alepmdimorficos (GG) ou
heterozigotos (GT) para o geAPEX1tem mais chance de desenvolver a doenca. Vale
ressaltar que esse € o primeiro relato de associegtie polimorfismo génico da
APEX1com o desenvolvimento da toxoplasmose ocularaShcolaboradores (2011)
analisando o mesmo SNP encontraram associacdo entpolimorfismo e o
desenvolvimento de meningite bacteriana, e Elingara colaboradores (2015)
analisando outro SNP (rs2275008) desse mesmo dpmaevaram que o polimorfismo
influencia na suscetibilidade ao cancer gastrico.

Um numero de patologias humanas como cancer, dassgadegenerativa e
desordens cardiovasculares resultam de danos oeislaio DNA causados por agentes
endogenos ou exdgenos (Maynard et al. 2009). Alevigeparo por excisao de bases € a
principal ferramenta para reparar esse dano. AvenAPE1/Ref-1 participa junto com
outras trés enzimas dessa via sendo a principalnectbase apurinica/apurimidinica
em células eucaridticas, com fungéo central nessaes reparo (Tell et al. 2009). A
enzima APE1/Ref-1 também regula fatores de trag@zrcomo NFkB que realiza uma

funcdo pleiotropica em controlar a resposta celpio estresse oxidativo e também
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esta envolvido com a expresséo de citocinas e neettgar (Tell et al. 2009). Além
disso, esta enzima participa no processo de recagéd para troca de classe de
anticorpo (Guikema et al. 2007). Ensaios de deleg@monstraram que o SNP
rs1130409 esta localizado numa regido entre osrdosnile atividades de reparo (AP
endonuclease) e redox desta enzima (Xanthoudaka. €1994), influenciando na
atividade multifuncional da proteina APE1/Ref-1.

Outro papel de APE1l/Ref-1 tem sido observada emerd®gcao macular
relacionada a idade e outras doencas relacionaulagha. A neovascularizacdo da
retina € uma patologia importante em varias doera@agares, como retinopatia
diabética e retinopatia de prematuridade, sendor@ipal causa de perda de viséo.
Estudos tém mostrado que APE1/Ref-1 € altamenteegs® nas células endoteliais
vasculares da retina e coroide em camundongos a gtividade redox de APE1/Ref-1
€ necessaria para uma eficiente proliferacdo ddasééndoteliais da retina (Chiarini e
Linden 2000).

Com relacdo ao gendlyD88 nenhuma associacdo foi encontrada entre o
polimorfismo e o desenvolvimento da lesdo oculagesindo que o polimorfismo nesse
SNP néao é um fator de risco para ocorréncia daptagmose ocular nessa populacéo
estudada. Sanchez e colaboradores (2012) analisand@smo SNP também néo
encontraram associagcao com suscetibilidade a twibsecna populagdo da Coldmbia,
porém outras doencas se mostraram relacionadasuhéaga e colaboradores (2014)
analisando o mesmo SNP encontraram associacdo enpelimorfismo e colite
ulcerativa, e Chen e colaboradores (2011) encamrassociacdo com a doenca de
Buerger (tromboangeite obliterante).

O MyD88 é uma proteina localizada no citoplasma ldasocitos e atua como
uma proteina central na resposta inflamatéria, ifumando como uma ponte entre os
receptores e as proteinas kinases (Deguine e B20tb4). Esses receptores, membros
da familiaToll like e receptor da familia IL (IL-1R), estéo localizadm na membrana
plasmatica ou nos endossomos (Deguine e Barton)2@l4é reconhecimento dos
patdégenos por esses receptores € 0 passo chaveptmat a contencdo precoce da
infeccdo como para a inducdo de resposta imunetatiap (Arnold-Schrauf et al.
2015). O tipo de antigeno reconhecido por elesiénitia na sinalizacao intracelular
mediada por MyD88, que pode induzir a expressadgah®s de citocinas tanto proé-

inflamatoria como antiinflamataérias (Akira 2003).
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Das citocinas analisadas nos soros de voluntados toxoplasmose ocular em
nosso estudo observamos que nenhuma apresentoesvsilgnificativamente diferentes
guando comparado aos grupos controles. Meira eba@dores (2014) utilizando
células mononucleares de sangue periférico estttasl@om antigeno d€. gondii
observaram niveis mais baixos de IfFldm pacientes que apresentavam toxoplasmose
ocular guando comparado ao grupo controle, e a®®s$n0s pacientes com lesao
ocular apresentaram niveis de ThFmaiores que do grupo controle. Dados
conflitantes foram descritos por Khan e colaboresl@1994) os quais observaram que,
em modelos animais, a replicacédo Tdegondiino olho é controlada por IFNe por
subpopulagdes de células T CD& CD8. Niveis elevados de IFN-e IL-13 foram
observados em pacientes portadores de lesbesexctilay C causadas por gondii as
quais sdo caracterizadas por danos teciduais nrarsdds, em relacdo as lesdes
observadas em pacientes apresentando lesdo dpolak € B (Azevedo-Silva 2001).
Carneiro et al (2016) observaram que células NK4'C® CD8 provenientes de
sangue periférico de recém nascidos com toxoplasmosgénita e lesdes oculares
inflamatorias ativas, estimuladas com antigeno aipe de T. gondii produziram
niveis mais elevados de IFNgue recém nascidos controle. Observaram aindasnive
significativamente reduzidos de TNf-comparativamente a recém-nascidos infectados,
mas sem lesdes oculares. A andlise de &NEm nosso estudo, mostrou o0 mesmo
padrdo de comportamento dessa citocina entre @mgraptrole e o grupo com leséo
ocular, ndo apresentando diferenca significatiieeegles. Yamamoto e colaboradores
(2000) analisando amostras de sangue de paciemes toxoplasmose ocular
encontraram niveis mais elevados de TiNRe grupo com lesdo quando comparado
com individuos controle, mas a diferenca tambémfoidestatisticamente significativa.

A caracterizacao das lesdes oculares bem comdiaeada citocinas apés cultura
de leucdcitos de voluntarios do estado do Rio Gramhol Norte poderd, no futuro,
contribuir com os estudos que vem relacionando rél p@unolégico aos diferentes
tipos de leséo.

Apesar dos grandes avan¢cos no campo da toxoplasmoak®, grandes lacunas
ainda existem em nosso conhecimento sobre a embtna e fisiopatologia desta
doenca (Kijlstra e Peterson 2014). Em virtude deversibilidade das lesbes oculares
causadas porf. gondii é interessante a busca por ferramentas que parraitaontrar

fatores associados a predisposicdo de desenvolgnuenlesédo, pois mesmo com a
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instituicdo da terapia especifica, o atraso nordiatico e no tratamento pode agravar o

guadro do paciente.
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. CONCLUSOES

A soroprevaléncia da infeccdo pbr gondiiencontrada no municipio de Santa
Cruz — RN ¢ alta (66,2%) e compativel ao restantBrdsil;

Os fatores de risco associados a infeccaolpgondiineste municipio foram a
idade, grau de escolaridade, auséncia de caixaal@@s residéncias, presenca
de 3 ou mais gatos nas residéncias e ingestadelerne / ndo pasteurizado;

A prevaléncia da infeccdo recente pdr gondii através da pesquisa de
anticorpos IgM e avidez de IgG encontrada foi de 2%

A taxa da incidéncia da toxoplasmose encontradaunuicipio de Santa Cruz —
RN foi de 6,8/1000pessoas/més;

A frequéncia de toxoplasmose encontrada em aved%?/ caes (75,8%) e
gatos (60,1%) sugere um elevado grau de contanareagdiental poil. gondii
no municipio de Santa Cruz — RN;

Ocorre associacdo entre a soropositividade de @nimemeésticos e dos
voluntérios residentes na area Cénego Monte;

A andlise do polimorfismo génico mostrou associagiine o desenvolvimento
da lesé@o ocular e a presenca dos alelos polimérficoheterozigotos do gene
APEXZ,

Nenhuma associacdo foi encontrada entre o polismdido geneMyD88 e
desenvolvimento de lesdo ocular.

N&o foi observada correlacdo da toxoplasmose ocalaro perfil de expresséo
das citocinas IFNs IL -4, IL-5, IL-17A e TNF«.
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9. ANEXOS

Anexo A. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TClfBjnecido aos
voluntarios residentes do municipio de Santa Criei--

P
- Yy UNIVERSIDADE FEDEF}AL DO RIO GRANDE DO NORTE
‘ FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE DO TRAIRI

| TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este € um convite para vocé participar da pesquiaroprevaléncia do
Toxoplasma gondii e polimorfismo génico na populagéo municipio de Santa Cruz
— RN.” que é coordenada pela Prof2 Débora de Almeidas@l8ua participacdo é
voluntéria, o que significa que vocé podera dessstjualquer momento, retirando seu
consentimento, sem que isso Ihe traga nenhum poeui penalidade. Essa pesquisa
tem por objetivo analisar a presenca de um payagteominadd oxoplasma gondina
populacdo do municipio de Santa Cruz. Tal pesgsésad por meio do exame de
sangue. O sangue que sera coletado ira nos infasmarocé infectou-se além de
fornecer dados sobre o seu sistema imunoldgico.o Capresente algum
comprometimento na visdo precisara fazer um exaft@mmlogico completo no
Hospital de Olhos — OFTALMED. Os documentos necésséara autorizacdo do
referido exame serdo de responsabilidade da coaldesn do projeto. Caso vocé tenha
gato, cachorro ou galinha, e estes apresentem kenamlequado para coleta de sangue,
iremos fazer a analise neles também, se vocé permlém da coleta de sangue, vocé
irA responder a um questionério epidemiolégico pemnitira identificar os possiveis
fatores locais que levam a infeccdo por este garastaso decida aceitar o convite,
vocé ira responder a este questionario que indarmacdes epidemioldgicas, precisara
doar uma pequena quantidade de sangue (aproximatiadfamlL) e autorizar a coleta
de sangue nos animais que vocé possui, além de dageame oftalmoldgico (caso
necessario). Os riscos envolvidos com sua partiaggpado minimos, como desconforto
na coleta de sangue e algum constrangimento aoon@sp O questionario
epidemiolégico. Entretanto salientamos que os probk originados destes riscos serao
prontamente resolvidos pelo pesquisador responsgadh pesquisa e seus
colaboradores, garantindo que a entrevista e sacededo individuais e com a adequada
seguranca em seu local de moradia.

Vocé terd os seguintes beneficios ao participarpesquisa: adquirir uma

orientacao preventiva sobre toxoplasmose, alénbtes mformacdes sobre sua propria
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saude e contribuir com a saude publica do municiPioresultado da analise sera
entregue pessoalmente. Todas as informacgfes ol#@tés sigilosas. Os dados que
vocé ira nos fornecer serdo confidenciais e serddgados apenas em congressos ou
publicacbes cientificas, ndo havendo divulgacdondehum dado que possa lhe
identificar. Esses dados serdo guardados pelo gasigu responsavel por essa pesquisa
em local seguro e por um periodo de 5 anos. Setiwaréalgum gasto que seja devido
a sua participacdo na pesquisa, vocé sera ressamado solicite. Em qualquer
momento, se vocé sofrer algum dano comprovadandectarente desta pesquisa, vocé
tera direito a indenizacdo. Vocé ficara com umdacdpste Termo e toda a duvida que
vocé tiver a respeito desta pesquisa, podera pergdinetamente para Prof2 Débora de
Almeida Aloise, no endere¢o Rua Trairi, s/n°, Gemte Santa Cruz ou pelo telefone
3291-2411.

Duvidas a respeito da ética dessa pesquisa poderapestionadas ao Comité
de Etica em Pesquisa da UFRN no endereco Pracampu® Universitario, s/n. Natal/
RN. CEP: 59078-970 ou pelo telefone 3215-3135

Consentimento Livre e Esclarecido
Apos ter sido esclarecido sobre os objetivos, itdooia e 0 modo como os dados serdao

coletados nessa pesquisa, além de conhecer os, rilsTonfortos e beneficios que ela
trard para mim e ter ficado ciente de todos os md@egos, concordo em participar da
pesquisa Soroprevaléncia do Toxoplasma gondii e polimorfismgénico na
populacdo do municipio de Santa Cruz — RW"autorizo a divulgacao das informacdes
por mim fornecidas em congressos e/ou publicag@esificas desde que nenhum dado
possa me identificar.

Santa Cruz, de de

Participante da pesquisa:
NOME:
ASSINATURA:

Impressédo Dactiloscopica

Pesquisadora responsavel:

Débora de Almeida Aloise
Rua Trairi, s/n. Centro. Santa Cruz/RN. CEP:59.200-000
Fone: (84) 3291 2411
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Anexo B. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLf@jnecido aos
responsaveis daqueles voluntarios cuja idade déesidna 18 anos e que residiam no
municipio de Santa Cruz — RN.

ﬁ@ UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE DO TRAIRI

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos solicitando a vocé a autorizacdo para dag menor pelo qual vocé &
responsavel participe da pesquisaéSorfoprevaléncia do Toxoplasma gondii e
polimorfismo génico na populacdo do municipio derfsa Cruz — RN, que tem como
pesquisador responsavel a Prof? Débora de Almglidize. Esta pesquisa pretende
analisar a presenca de um parasita, denomimadoplasma gondiina populacédo do
municipio de Santa Cruz. Tal pesquisa se da poo ahwiexame de sangue. O sangue
qgue serd coletado dele (a) ird nos informar sgalesta infectado além de fornecer
dados sobre o seu sistema imunologico. Caso apeeagjum comprometimento na
visdo precisara fazer um exame oftalmologico cotople Hospital de Olhos —
OFTALMED. Os documentos necessarios para autorizdgéareferido exame serdo de
responsabilidade da coordenadora do projeto. Aléroteta de sangue, serd necessario
responder a um questionario epidemioldgico que pieamdentificar os possiveis
fatores locais que levam a infeccao por este gara€iaso vocé decida autorizar, ele (a)
deveréd responder a este questionario que incloinrdcdes epidemioldgicas, precisara
doar uma pequena guantidade de sangue (aproximatiarh®mL), além de fazer o
exame oftalmoldgico, caso necessario. Os riscosh@des com sua participacao sao
minimos, como desconforto na coleta de sangueugnatgpnstrangimento ao responder
0 questionario epidemiolégico. Entretanto saliemsimque o0s problemas originados
destes riscos serdo prontamente resolvidos petpiseslor responsavel pela pesquisa e
seus colaboradores, garantindo que a entrevistaaeta serdo individuais e com a
adequada seguranca em seu local de moradia.

Vocé terd os seguintes beneficios ao participarpesquisa: adquirir uma
orientacao preventiva sobre toxoplasmose, alénbtes mformacdes sobre sua propria
saude e contribuir com a saude publica do municiPioresultado da analise sera
entregue pessoalmente a vocé. Todas as informabfidas serdo sigilosas. Os dados
fornecidos por ele (a) serdo confidenciais e sdnaglgados apenas em congressos ou

publicacdes cientificas, ndo havendo divulgacgdondehum dado que possa l|he
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identificar. Esses dados serdo guardados pelo gasigu responsavel por essa pesquisa
em local seguro e por um periodo de 5 anos. Setixaréalgum gasto que seja devido
a participacdo dele (a) na pesquisa, ele (a) essarcido, caso solicite. Em qualquer
momento, se ele (a) sofrer algum dano comprovada&ntetorrente desta pesquisa, ele
(a) tera direito a indenizac&o. Vocé ficara com wdia deste Termo e toda a davida
gue vocé tiver a respeito desta pesquisa, podagumar diretamente para Prof2
Débora de Almeida Aloise, no endere¢co Rua Trdinf, entro de Santa Cruz ou pelo
telefone 3291-2411.

Duvidas a respeito da ética dessa pesquisa poderdpestionadas ao Comité de
Etica em Pesquisa da UFRN no endereco Praca do uBabpiversitario, s/n. Natal/
RN. CEP: 59078-970 ou pelo telefone 3215-3135

Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, epresentante legal do

menor autorjzo sua participacao

na pesquisa Soroprevaléncia do Toxoplasma gondii e polimorfisng€nico na
populacdo do municipio de Santa Cruz — RN”

Esta autorizacdo foi concedida apds os esclaretimegue recebi sobre os
objetivos, importancia e 0 modo como os dados sevéiados, por ter entendido os
riscos, desconfortos e beneficios que essa pegupileatrazer para ele(a) e também por
ter compreendido todos os direitos que ele(a) ¢erdo participante e eu como seu
representante legal. Autorizo, ainda, a publicai@®informacdes fornecidas por ele(a)
em congressos e/ou publicacdes cientificas, desdeog dados apresentados nao

possam identifica-lo(a).

Santa Cruz, de de
NOME:
ASSINATURA DO REPRESENTANTE LEGAL:

Impressédo Dactiloscopica

Pesquisadora responsavel:

Débora de Almeida Aloise
Rua Trairi, s/n. Centro. Santa Cruz/RN. CEP:59.200-000 Fone: (84) 3291 2411
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Anexo C. Termo de recusa.

52 TERMO DE RECUSA 52 RECUSA
Endereco:
Rua/Av:
Ne: Complemento: Bairro:

O responsavel recusou-se a participar da pesquisa
1. Ndo permitiu a coleta da amostra

Motivo:

Entrevistador Data:
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Anexo D. Parecer de aprovacdo do comité de ética parauigasga soroprevaléncia da

toxoplasmose no municipio de Santa Cruz-RN.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO GRANDE DO NORTE / QW“”
UFRN CAMPUS CENTRAL

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADGS DO PROJETD DE PESGLISA
Titulo da Pesquisa: SOMprevalancia do TOXORI3EMA gondl & polmorismo geénico na pepusagdo do
munleipio 02 Santa Gz ; RN,
Pesquisador: Deborm de Almeida Aldse

&rag Temabica: Ansa 1. Genefica Humana.
(Trata-ee 08 pesquisa SMVDhvantn genstcs Numana nao conlemplas auima. |

Viersdio: 2

CAAF: DA% 12 000005537

Ins S ulz50 Proponerte: Faculdaie de Cienoias da Saide do Traid - UFRM
Fafrocinador Principalr Faculdans fe Cidncias 42 Sa00e da Train - UFRY

DADDS D PARECER

Hirmero de Panscer. 244 580
Diata &3 Redaboria: 0STL2013

Lpresantacio oo Projeta:

Trata-6 86 UM estuds anideminiogico para avalar a soroprevalencla de Toxoplasmos: no municio de S
CTLE-RN, pRocUranso esEDelecer CoMmelagio enlTe 3 pressnga de lesdo ooular peio Toxopissma gondl 2 3
presen(a e poimOrtemos Qenalicns A PEsaquisa NGNS LMa amosia de 00 voluntios orundos de cinco
baimos g cidade, o6 quals 5213 apilcato UM qUESHONAND 2 cHetala Uma amosta de Sangue Dars SxEme
sormésgico. Destes, 129 sujslice serdo submetoos 3 exame oftaimoldgico 2m busea de fesles ooulanss psio
T. gondll 2 posienor exame de polimorismo e perli de chiochias nagueles com lesles.

Obijstivo da Pesquisa:
Objetve primarie: Avalar 3 soroprevalncia do protaeoaro Taxoplasma gond! no Puniciplo de Sata Ce-
FeM, lpem como comelacionar 3 fowopiasmose ocular 30 polmortsmo glnico diento dessa populacan,

Ciojetivos sacundarios:

1. Detaminar 3 freqiencia da oxoplasmaoss na populacio do municioin o Sants Cne-RN;
2 identfcar o5 faioees o risc06 Eacionados & infeccdo peln T, gondl na populapio desie

Erdwrecn: &y Sermider Segedo Fita 3000

Balrm: lageab=ss CEP: 5§ OfEofs
LF: Ak Murydekpin: - HATAL
L ER T T Fai: e 1=-2171 Bl copufnBiefade ity
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Anexo E. Questionario desenhado e utilizado neste estuta pbter informagdes sobre os

voluntarios residentes no municipio de Santa Cri}N--

Soroprevaléncia da infec¢éo pofr oxoplasmagondii no municipio de Santa Cruz e analise

imunogenética em pacientes com toxoplasmose ocuthr Estado do Rio Grande do Norte CODIFICAGAC
1. Cbdigo da area AREA
() Centro (01) () Paraieg)( () Barro Vermelho (0O
() Cénego Monte (03) () Maracuja (04) () A. Bezerra (08)
() DNER (05) () Miguel P di& (06)
Data da Entrevista: / /
| - IDENTIFICACAO
1. Nome: SEXO
2. Sexo:0.( )F 1.( )M
3. Endereco: n°
4. Complemento: DTNAS
5. Data de Nascimento: / / / /
6. Contato para retorno do resultado do exame:
Il - OUTROS DADOS
7. Ha quanto tempo mora neste domicilio?
TPODOM
1.() anos 0.( ) ISabe
2. ( ) Desde que nasceu 9. ( ) Réspondeu
8. Se ndo mora desde que nasceu, onde morava antes?
0. () Em outro domicilio no mesmo bairro ONDMORA
1. ( ) Em outro bairro. Qual? 8.()NA BAIRRO
MUNICIP
2. () Em outro municipio. Qual? UF: 8. ( )NA
8. ( ) Nao se aplica (NA)
9. O piso da casa anterior era de: PISCASAN
1. ( ) Cimento, ceramica, madeira 2. ( )rBaterra, areia 8.( )NA
10. Marcar como € o piso atual: PISOCASA
1. ( ) Cimento, ceramica, madeira 2. Bajro, terra, areia
Il - DADOS SOCIO-ECONOMICOS
11 Grau de escolaridade: GRAUESC
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0. ( ) Analfabeto/até a 32 série Fundamentas{@®série do 1° grau (primério incompleto)
1. ( ) Até a 42 série Fundamental/até a 42 dérit® grau (primario completo)

2. () Fundamental completo/ 82 série completgidu completo)
3. () Médio completo/ 2° grau completo (32 alemiifico completo)

4. () Superior completo ou incompleto

12 Qual é o tipo de profissdo/ocupacdo?
0. ( ) Empresério / Produtor rural

1. ( ) Profissional liberal (Autbnomo)

2. () Servidor Publico

3. ( ) Empregado de Empresa Privada
4. ( ) Empregado Rural TIPOPROF

5. ( ) Desempregado

6. ( ) Do lar (dona de casa)

7. ( ) Empregada doméstica mensalista/ faxindieaista/ bab&/ cuidador de idoso.
8. ( ) Aposentado ou pensionista.

9. ( ) Professor

10. ( ) Estudante

13. Renda familiar

7. ( ) Até 1 salario minimo (Correspondente nEBG R$622)

6. ( ) Entre 1 e 2 salarios minimos (Correspotelea CCEB = R$1.244)
5. ( ) Entre 2 e 3 salarios minimos (Correspotelea CCEB = R$1.866)
4. ( ) Entre 3 e 4 salarios minimos (Correspotelea CCEB = R$2.488)

RENDA
3. ( ) Entre 4 e 7 salarios minimos (Correspotelea CCEB = R$4.354)
2. ( ) Entre 7 e 10 salarios minimos (Correspotelao CCEB = R$6.220)
1. ( ) Entre 10 e 20 salarios minimos (Correspatelno CCEB = R$12.440)
0. ( ) Acima de 20 salarios minimos (Correspotelen CCEB = R$13.062)
8. ( ) Nao Sabe
9. ( ) Nao Respondeu
IV - CARACTERITICAS DO PERIDOMICILIO
14, Ha quintal na residéncia? QUINTAL
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1.( )Sim
0. ( ) N&o. Se nao, pular para pergunta numero 17

9. ( ) Nao Respondeu

15. Marcar como € o piso do quintal:

. ( ) Cimento ou piso com revestimento (ceranpedra, etc.)

0

1.()Tema PISOQUINT
2. ( ) Misto (terra e cimento/ceramica/pedra)

7. ( ) Nao Sabe

9. ( ) N&o Respondeu

8. () N&o se aplica

16. Com qual frequéncia o quintal é limpo?

0. ( ) Diariamente

1. ( ) Semanalmente LIMPQUINT
2. ( ) Esporadicamente

3. ( ) Nunca

9. ( ) Nao sabe

8. ( ) N&o se aplica

17 Ha caixa d"agua na residéncia? TEMCAIXA
1.( )Sim 2.( ) Néo 3. ( qdsabe

18. A caixa d"agua é coberta? (Se for apenas com thacar NAO) CAIXA
1.( )Sim 2.( ) Néo 3.( qdsabe 4.( )NA

V — FATORES DE RISCO

19. Costuma comer saladas cruas (alface, tomate)? SALADA
1.( )Sim 2. ( ) Nao 0. ( )dNBespondeu

20. Costuma comer saladas cruas fora de casa? ( Spubdpara a pergunta 20) SALFORA
1.( ) Sim 2.( ) Néo 0. ( )dNBespondeu 8. ( ) Nao se aplica SANDUIC
21. Com que frequéncia come saladas cruas fora de casa FREQSALD

1. ( ) Uma vez por semana ( 9.Mais de uma vez por semana

3. ( ) Menos de uma vez por semana  ONao lembra
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8. () N&o se aplica
22. Mexe com terra de jardim, vaso de flores ou horta? MEXTERR
1.( )Sim 2. ( ) Nao 0. (N3o lembra 8. ( ) Nao se aplica
23. Como vocé mexe com a terra?
MANIPUL
1. ( ) Sempre com luvas 3.( ) Com e hems 8. ( ) Nao se aplica
2. ( ) Sempre sem luvas 0. ( ) Nao lemb
24. De onde vem a 4gua que consome?
0. ( ) Nao sabe
AGUA
1. ( ) Agua da torneira
2. ( ) Sem tratamento
3. ( ) Engarrafada/Mineral
25.Vocé bebeu alguma vez na vida dgua de:
Poco
1. Poco ou cisterna 1.( )Sim.(22Nao O0.( )NS 8.( )NA L
ago
2. Lago, Rio ou Riacho 1.( )Sim 2)(Nao O0.( )NS 8.( )NA
Pipa
4. Caminhé&o Pipa 1.( )Sim.(22Nado O.( )NS 8.( )NA
_ . Acude
5. Acude 1.( )Sim2.( )Nao 0.( )NS 8.( )NA
26. Costuma comer carne crua ou mal passada? CARNECR
1.( )Sim 2.( ) Nao 0. (N3o lembra
27. Ao comprar a carne e chegar em casa VvOcé:
CARNE
1. ( ) Congela e prepara depois 2. ( ) Reepa&ome no mesmo dia
3. ( ) as duas opcles anteriores 0. ( )ddde 8.( ) NA
28. Preencher o quadro abaixo com o tipo de carnaiouda_mal passada
1. Boi 1.( )Sim 2)Na&o 0.( )N&olembra 8.( )NA Boi
2. Porco 1.( )Sim 2 (Néo 0.( )Naolembra 8.( )NA
Porco
3. Bode/Carneiro  1.( )Sim 2.( )N&o O0.( )N&olembra 8.( )NA
Bode/Carneiro |
4. Peixe 1.( )Sim 2(Nao 0.( )Naolembra 8.( )NA
_ _ Galinha
5. Galinha 1.( )Sim 2.(Njo 0.( )Naolembra 8.( )NA
6. Outros:
29. Costuma beber leite cru ou fervido por pouco tempo
LEITE
1.( )Sim 2.( )Nao 0. ( ) N&o lembra
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30. Em caso afirmativo, preencher abaixo. Com queuirgia vocé bebe leite cru?

FREQLECR
1. ( ) Uma vez por semana . ( 3 Mais de uma vez por semana
2. () Menos de uma vez por semana ONaglembra 8.( )NA
31.Ja ouviu falar sobre toxoplasmose antes? INFOTOXO
1.( )Sim 2.( )Naéo 0. ( ) N@&wrbra
32.Ja fez exame para saber se tem toxoplasmose? EXAMTOX
1.( )Sim 2.( )Néo 3. ( ) Némbra
33. Tem ou Teve gato? GATO
1.( )Sim 2. ( ) Nao 0. ( ddlembra Quantos
Quantos gatos tém atualmente?
34. Em caso afirmativo, preencher abaixo. Onde o figdva? GATOFICA
1. ( ) Dentro de casa 3. ( ) Somente fora de casa
2. ( ) Dentro e fora de casa ( O.N&doselembra 8.( )NA
35. Qual o tipo de contato teve com o gato?
Dormia na cama 1.( )Silm( )Nao 3.( )Naolembra8.( ) NA CONTATO
Dormia na cadeira/sofa 1. ( )Sin( )N&o 3.( )N&olembra8.( )NA Dormia
Brincava 1)6im 2.( )Nao 3.( )N&olembra 8.( ) NA Brincava
Recolhia as fezes comluvas 1. ( )Sim( 2N&o 3. ( )N&o lembra 8.( ) NA Luvas
O gato fazia suas necessidades fisiolégicas na rua Rua
1.Sim( ) 2.Nao( ) 3.N&olembrg( 8. Nao se Aplica ( )
36. Costuma ver gatos na vizinhanca? VIZINGAT
1.( )Sim 2.( ) Nao 0. () Ngabe
37. Os gatos da vizinhanga entram na sua casa?

GATENTR
1.( )Sim 2.( )Nado 3.( )Naosabe8.( )NA
38. Tem cachorro? CAO
1.( )Sim 2. ( ) Néo
39.Tem galinha? GALINHA
1.( )Sim 2.( )Néo
40. Fez exame oftalmolégico recentemente? EXOFTALM
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1.( ) Sim 2.( ) Néo 0. ( ) Némbra

41. Se queixa de problemas na visdo? VISAO
1.( )Sim Qual? 2Néao 0 ( ) Nao respondeu

42.Ja se submeteu a um transplante? TRANPLAS
1.( )Sim 2.( )N&o 3.( ) N&o resgeu

43, Ja teve algum aborto? ABORTO
1.( )Sim 2.( )Nao 8.( ) N&o séap

Motivo:

44, Ja fez alguma transfuséo sanguinea? TRANSFUS
1.( )Sim 2.( )N&o 3.( ) N&o resgeu

45, Resultado do Teste de ELISA Resultado

0. ( ) Negativo 1. ( ) Positivo
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Anexo F. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCEdhecido aos voluntarios que
permitiram acompanhamento soroldgico por, aproxamahte, um ano.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE DO TRAIRI

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esclarecimentos

Este € um convite para vocé participar da pesquisa: Analise da taxa de
soroconversdo e dos fatores de riscos associados co m a toxoplasmose no municipio de
Santa Cruz — RN, que tem como pesquisador responsavel a Prof2 Débora de Almeida Aloise.

Esta pesquisa pretende avaliar a taxa de soroconverséo da toxoplasmose no municipio
de Santa Cruz — RN, buscando identificar os fatores de risco associados a infeccdo pelo
protozoario T. gondii.

O motivo que nos leva a fazer este estudo é determinar a taxa de incidéncia anual
desta doenca bem como identificar as fontes de infec¢ao por este protozoario.

Caso vocé decida participar, vocé devera responder a um questionario que inclui
informacdes epidemiolégicas e precisard doar uma pequena quantidade de sangue
(aproximadamente 5mL). Todo o procedimento ir4 durar cerca de 10 minutos. Assim, esta
pesquisa se da por meio da coleta de sangue, de onde sera extraido o soro.

Durante a realizagcao da coleta de sangue e aplicacdo do questionario a previsdo de
riscos € minima, ou seja, o risco que vocé corre é semelhante aquele sentido num exame fisico
ou psicologico de rotina. Todo o procedimento ocorrera em ambiente livre de contaminacao e
sera realizado por uma equipe de profissionais treinados que ira minimizar os riscos durante o
procedimento.

Pode acontecer um desconforto durante a coleta de sangue ou constrangimento ao
responder 0 questionario, entretanto salientamos que os problemas originados destes riscos
serdo prontamente resolvidos pelo pesquisador responsavel pela pesquisa e seus
colaboradores, garantindo que a entrevista e a coleta serdo individuais e com a adequada
seguranca e vocé terd como beneficio adquirir informacdes sobre sua prépria salude e
contribuir com a salde publica do Estado, bem como contribuir com a comunidade cientifica.

Em caso de algum problema que vocé possa ter, relacionado com a pesquisa, vocé
tera direito a assisténcia gratuita que sera prestada pela equipe presente no local.

Durante todo o periodo da pesquisa vocé podera tirar suas dulvidas ligando para
Débora de Almeida Aloise (84) 99603-9072.
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Vocé tem o direito de recusar sua autorizacdo, em qualquer fase da pesquisa, sem
nenhum prejuizo para vocé e para ele (a).

Os dados que vocé ira nos fornecer serdo confidenciais e serdo divulgados apenas em
congressos ou publicagcbes cientificas, ndo havendo divulgacdo de nenhum dado que possa
identifica-lo(a).

Esses dados serdo guardados pelo pesquisador responsavel por essa pesquisa em
local seguro e por um periodo de 5 anos.

Se vocé tiver algum gasto pela participacdo nessa pesquisa, ele sera assumido pelo
pesquisador e reembolsado para voceé.

Se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé sera
indenizado.

Qualquer duvida sobre a ética dessa pesquisa vocé devera ligar para o Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude do Trairi, telefone 3291-2411.

Este documento foi impresso em duas vias. Uma ficara com vocé e a outra com 0o

pesquisador responsavel Débora de Almeida Aloise.

Consentimento Livre e Esclarecido

Apés ter sido esclarecido sobre os objetivos, importancia e 0 modo como os dados
serdo coletados nessa pesquisa, além de conhecer os riscos, desconfortos e beneficios que
ela trara para mim e ter ficado ciente de todos os meus direitos, concordo em participar da
pesquisa “Analise da taxa de soroconversao e dos fatores de r  iscos associados com a
toxoplasmose no municipio de Santa Cruz — RN” e autorizo a divulgagéo das informacdes
por mim fornecidas em congressos e/ou publicacdes cientificas desde que nenhum dado possa
me identificar.

Santa Cruz, [/ |/

Assinatura do participante da pesquisa

Impresséo
datiloscépica do
participante

Assinatura do pesquisador responsavel
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Anexo C. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCE@necido aos responsaveis
daqueles voluntarios cuja idade era inferior a A8sae teriam acompanhamento sorolégico por,
aproximadamente, um ano.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE DO TRAIRI

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esclarecimentos

Estamos solicitando a vocé a autorizagdo para que o menor pelo qual vocé é
responsavel participe da pesquisa: Analise da taxa de soroconversédo e dos fatores de
riscos associados com a toxoplasmose no municipio d e Santa Cruz — RN, que tem como
pesquisador responsavel o(a) Prof(a) Débora de Almeida Aloise.

Esta pesquisa pretende avaliar a taxa de soroconversao da toxoplasmose no municipio
de Santa Cruz — RN, buscando identificar os fatores de risco associados a infeccao pelo
protozodrio T. gondii.

O motivo que nos leva a fazer este estudo é determinar a taxa de incidéncia anual
desta doenca bem como identificar as fontes de infecgéo por este protozoario.

Caso vocé decida autorizar, ele(a) devera responder a um questionario que inclui
informacdes epidemiolégicas e precisara doar uma pequena quantidade de sangue
(aproximadamente 5mL). Todo o procedimento ir4 durar cerca de 10 minutos. Assim, esta
pesquisa se da por meio da coleta de sangue, de onde sera extraido o soro.

Durante a realizacdo da coleta de sangue e aplicacdo do questionario a previsdo de
riscos € minima, ou seja, o risco que ele (a) corre é semelhante aquele sentido num exame
fisico ou psicologico de rotina. Todo o procedimento ocorrera em ambiente livre de
contaminagédo e sera realizado por uma equipe de profissionais treinados que ir& minimizar os
riscos durante o procedimento.

Pode acontecer um desconforto durante a coleta de sangue ou constrangimento ao
responder 0 questionario, entretanto salientamos que os problemas originados destes riscos
serdo prontamente resolvidos pelo pesquisador responsavel pela pesquisa e seus
colaboradores, garantindo que a entrevista e a coleta serdo individuais e com a adequada
seguranca e ele (a) tera como beneficio adquirir informacdes sobre sua propria saude e
contribuir com a satde publica do Estado, bem como contribuir com a comunidade cientifica.

Em caso de algum problema que ele (a) possa ter, relacionado com a pesquisa, ele (a)
tera direito a assisténcia gratuita que sera prestada pela equipe presente no local.

Durante todo o periodo da pesquisa vocé podera tirar suas duvidas ligando para
Débora de Almeida Aloise (84) 99603-9072.
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Vocé tem o direito de recusar sua autorizacdo, em qualquer fase da pesquisa, sem
nenhum prejuizo para vocé e para ele (a).

Os dados que ele(a) ira nos fornecer serdo confidenciais e serdo divulgados apenas
em congressos ou publicacdes cientificas, ndo havendo divulgacdo de nenhum dado que
possa identifica-lo(a).

Esses dados serdo guardados pelo pesquisador responsavel por essa pesquisa em
local seguro e por um periodo de 5 anos.

Se vocé tiver algum gasto pela participacéo dele(a) nessa pesquisa, ele serda assumido
pelo pesquisador e reembolsado para voceé.

Se ele(a) sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, ele(a) sera
indenizado.

Qualquer duvida sobre a ética dessa pesquisa vocé devera ligar para o Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude do Trairi, telefone 3291-2411.

Este documento foi impresso em duas vias. Uma ficara com vocé e a outra com 0

pesquisador responsavel Débora de Almeida Aloise.

Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, , representante legal do

menor , autorizo sua participacdo na

pesquisa Andlise da taxa de soroconversdo e dos fatores de r  iscos associados com a
toxoplasmose no municipio de Santa Cruz — RN. Esta autorizacdo foi concedida apos os
esclarecimentos que recebi sobre os objetivos, importancia e o modo como os dados serédo
coletados, por ter entendido os riscos, desconfortos e beneficios que essa pesquisa pode
trazer para ele(a) e também por ter compreendido todos os direitos que ele(a) terd como
participante e eu como seu representante legal.

Autorizo, ainda, a publicacdo das informacdes fornecidas por ele(a) em congressos

elou publicag8es cientificas, desde que os dados apresentados ndo possam identifica-lo(a).

Santa Cruz, [/ [/

Assinatura do representante legal

Impresséo
datiloscépica do
representante legal

Assinatura do pesquisador responsavel
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Anexo H. Parecer de aprovacdo do comité de ética para adramento soroldgico por,

aproximadamente, um ano dos voluntarios do mumidpiSanta Cruz-RN.

FACULDADE DE CIENCIAS DA = PlabaPorma
SAUDE DO TRAIRI - UFRN %tnﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADCS O PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise da taxa de soroconversdo & dos fatores de riscos associados com a
toxoplasmose no municipio de Santa Cruz ; RN

Pesquisador: Débora de Almeida Aloise

Area Temitica:

Versao: 2

CAAE: 460E8E015.8.0000.5583

Instituigdo Proponente: Faculdade de Ciéncias da Salde do Trair - UFRM
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADCS MO PARECER

Mamero do Parecer: 1.208.338

Apresentagac do Projeto:

O presente trabalho tem por objetive avaliar a taxa anual de incidéncia da toxoplasmoss no municipio de
Santa Cruz -RM. bem como identificar os fatores de riscos relacionados a infecgdo pelo T. gondii nesta
populacgio. Para isso sera realizada uma analise

soroldgica, utilizando a tecnica de ELISA, em aproximadamente 358 pessoas. Os woluntarios que
apresentarem sorologia negativa para

toxoplasmaose serao acompanhados por um ano. Durante esse periodo serao realizadas irés coletas, no
ntervalo de aproximadaments 4 meses. Todos os voluntarios desse estudo responderao a wn questionaric
que inclui, além de informagdes epidemioldgicas, questies sobre os fatores de risco para transmiss3o da
toxoplasmose.

Jhjetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral

Avaliar a taxa de soroconversao da toxoplasmose no municipio de Santa Cruz — RN, buscando identficar os
fatores de risco associados a infecgan pelo T. gondi.

Objetivos Especificos
« &nalisar 3 taxa anual da incidéncia da toxoplasmose no manicipio de Santa Cruz — RN;

Enderego:  Rua Trald /M

Balmo: SiB CEP: =5 200-000
UF: R Wunleiplo: ZANTA CRUZ
Telefona: (B4)3751-2491 E-mall: cepifffacsauim br

Piigiom [l e 05
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Anexo I. Questionario utilizado para obter informacfes sobs voluntarios que consentiram
acompanhamento soroldgico.

Andlise da taxa de soroconversao e dos fatores dscos associados com a

. CODIFICACAO
toxoplasmose no municipio de Santa Cruz — RN
1. Cdodigo da area
() Centro (01) () Paraiso (02) () Barro Vermelho (07) )
( ) Conego Monte (03) ( ) Maracuja (04) () A. Bezerra (08) AREA
( ) DNER (05) () Miguel P. Maia (06)
Data da Entrevista: / /
| - IDENTIFICACAO
Nome:
Il - FATORES DE RISCO
1. Comeu saladas cruas (hortalicas, verduras) neseesimeses? SALADA

1.( )Sim 2.( )Nao 0. ( )dNBespondeu 88.( ) Nao se aplica

2. Comeu saladas cruas fora de casa nesses Ultim@stesSe néo, pule para a SaALFORA
pergunta 19)

.( ) Sim 2.( ) Nao 0. ( )NBespondeu 88.( ) Nao se aplica

. Com que frequéncia comeu saladas cruas fora d@ casa FREQSALD

. () Uma vez por semana ( 9.Mais de uma vez por semana

1
3
1
3. ( ) Menos de uma vez por semana  ONag se aplica
4. Mexeu com terra de jardim, vaso de flores ou hoetses Ultimos meses? MEXTERR
1

.( )Sim 2.( )Nao 0. (N lembra 88. ( ) N&o se aplica

& ?
. Como vocé mexeu com a terra” MANIPUL

. () Sempre com luvas 3. ( ) Cosem luvas

. () Sempre sem luvas 0. ( ) Nanbra

.Comeu carne crua ou mal passada nesses ultimosMese CARNECRUA

.( )Sim 2.( )Néo 0. (N&o lembra

.Em caso afirmativo preencher o quadro abaixo od@oarne:
. Boi 1.( )Sim .(2)Ndo  0.( ) N&olembra TIPOCARN
. Porco 1.( )Sim ( 2 N&o 0. ( ) N&o lembra
. Bode/Carneiro 1.( )Sim 2.(Njo 0. ( ) Nao lembra

w N P NN o
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4. Galinha 1.( )Sim 2)(Nao 0. ( ) N&o lembra

8. Bebeu leite ndo industrializado cru ou pouco fenndsses ultimos meses?

1.( )Sim 2.( ) Nao 0. ( ) Nao lembra

LEITE

9. Adquiriu algum gato nesses ultimos meses?
1.( )Sim 2.( ) Nao 0. ( §dlembra

Quantos gatos tém atualmente?

GATO

10. Em casaafirmativo, preencher abaixo. Onde o gato ficayfa@a
1. ( ) Dentro de casa 3. ( ) Somente fora de casa

2. ( ) Dentro e fora de casa ( 0.Nao se lembra

GATOFICA

11.Qual o tipo de contato teve com o gato?

88. N&o teve contato direto com o gato (N&ao seapli

Dormia na cama 1. (imS 2. ( )Nao 0. ( ) Nao lembra
Dormia na cadeira/sofa 1. ( )Sim2. ( )Nao 0.( ) N&o lembra
Brincava 1.)(Sim 2. ( )Nao 0. ( ) Nao lemmb
Recolhia as fezes usando luvas 1. ( ) Sim2. ( ) Nao 0. ( ) Nao se aplica

O gato faz/fazia suas necessidades fisiologicagan@ )

CONTATO

12.Fez transplante nesses Ultimos meses?

1.( )Sim 2.( )N&o 3.( ) N&o resgeu

TRANPLAS

13.Fez alguma transfuséo sanguinea nesses ultimoseste

1.( )Sim 2.( )Nao 3.( ) N&o resgeu

TRANSFUS

14. Resultado do Teste de ELISA
0. ( ) Negativo 1.( ) Positivo

RESULTADO
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Anexo J. Questionario desenhado e aplicado neste estudmsmm voluntarios que possuiam
animais (céo, gato e galinha) no domicilio ou panttilio.

Soroprevaléncia da infeccdo poiToxoplasmagondii no municipio de Santa Cruz e analis¢ CODIFICACAD
imunogenética em pacientes com toxoplasmose ocutiy Estado do Rio Grande do Norte ¢
1. Cadigo da area
() Centro (01) () Pam(62) ( ) Barro Vermelho (0 AREA
() Cbnego Monte (03) () Maracuja (04) () Aluizio Bezerra (08)
( ) DNER (05) () Miguel P. Maia (06)
Data da Coleta: / /
| - IDENTIFICACAO
Nome do dono:
Tipode animal: 1. ( )Céo 2.( )Gat®.( )Ave TIPANIM
Sexo:1.( )F 2.( )M SEXO
Endereco: n°
IDADE
Complemento:
RACA
Idade:
Raca:
1. Onde o animal fica?
1. ( ) Dentro de casa 3. ( ) Somente fora de casa ONDFICA
2. ( ) Dentro e fora de casa ( O.Ndoselembra 8.( )NA
2.0nde o animal morava antes? (Em caso de ndo temaladesde filhote) ONDEMOR
1. ( ) Domicilio no mesmo bairro 3.)(Narua 8.( )NA
2. () Domicilio em outro bairro ©.) N&o sabe
3. Qual o contato tem com o animal?
8. () N&o teve contato direto — N&o se aplica CONTATO
Dorme na cama 1.( )Sim( 22N&o O0.( )N&dolembra 8.( )NA
Brincava 1.( )Sird. ( )N&o 0.( )N&olembra 8.( )NA
4. Resultado do Teste de ELISA RESULTADO
0. () Negativo 1. ( ) Positivo
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ANEXO K. Parecer do Comité de Etica para a realizacdo dquisasem

animais.

% Universidade Federal do Rio Grande do Norte
[ @ COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

%

Matal (B2}, 11 de maio de 2016

DECLARACAO

Declaro que o projeto infitulado “soRoPREVALENCIA DA INFECCAD POR Toxoplosmo

gondil EM ANIMAIS PRESEMTES ERY HESIDEI\ECEAS, MIUNICIPIO DE SANTA CRUZMN, E SU4 ASS!DCIA;“EG

COM A& PREVALENCIA DA INFECCAO EM HUMaNOS", sob responsabilidade do professor Dr.

Valter Femeira de Andrade Neto, foi submetido a esta Comissdo para avaliagdo da sua

execucdo em relagdo as questbes éticas e legais. O referido projeto recebeu o “status”

de Recomendagdo, faltando apenas a andlise do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido para APROVAGAQ.

Pmmﬁad@?e-s;quﬁn
Ciomissao de Edca mo Usp de Animais — CEUA

UFRM — Campus Universitasia — Centro de Biocéncias
Ay, Salgado Filha, S/N - CEP: S9072-970 — Natal Rk

e-mait ceuairenionaim or
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ANEXO L. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCL&nécido aos
voluntarios com diagndstico de toxoplasmose ocular.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Esclarecimentos

Este € um convite para vocé participar da pesquisa: Analise imunogenética em
pacientes com toxoplasmose ocular do Estado do Rio Grande do Norte , que tem como
pesquisador responsavel Débora de Almeida Aloise.

Esta pesquisa pretende correlacionar a toxoplasmose ocular com as caracteristicas
genéticas de cada individuo.

O motivo que nos leva a fazer este estudo é entender como a resposta imunolégica
influencia no surgimento das lesdes.

Caso vocé decida participar, vocé devera responder a um questionario que inclui
informacdes epidemiolégicas e precisara doar uma pequena quantidade de sangue
(aproximadamente 10mL). Todo o procedimento ira durar cerca de 10 minutos. Assim, esta
pesquisa se da por meio da coleta de sangue, de onde sera extraido o DNA que ird permitir
analisar a relacdo entre as caracteristicas genéticas e a lesédo ocular desenvolvida, além disso,
suas células sanguineas serdo cultivadas e poderdo nos fornecer dados sobre o seu sistema
imunolégico.

Durante a realizagcao da coleta de sangue e aplicacdo do questionario a previsdo de
riscos € minima. Caso ocorra algum acidente vocé sera devidamente assistido por nossa
equipe, e se necessario sera levado ao servico de saude. Todo o procedimento ocorrera em
ambiente livre de contaminacao e sera realizado por uma equipe de profissionais treinados que
irA minimizar os riscos durante o procedimento.

Pode acontecer um desconforto durante a coleta de sangue ou constrangimento ao
responder o questionario, entretanto salientamos que os problemas originados destes riscos
serdo prontamente resolvidos pelo pesquisador responsavel pela pesquisa e seus
colaboradores, garantindo que a entrevista e a coleta serdo individuais e com a adequada
seguranca e vocé terd como beneficio adquirir informacdes sobre sua prépria salude e
contribuir com a saude publica do Estado, bem como contribuir com a comunidade cientifica.
Além de receber os resultados dos seus exames, vocé também recebera uma cartilha
explicando mais sobre a doenca.

Em caso de algum problema que vocé possa ter, relacionado com a pesquisa, vocé

tera direito a assisténcia gratuita que sera prestada pela equipe presente no local.
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Durante todo o periodo da pesquisa vocé podera tirar suas duvidas ligando para
Débora de Almeida Aloise (84) 996039072.

Vocé tem o direito de se recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer
fase da pesquisa, sem nenhum prejuizo para voceé.

Os dados que vocé ird nos fornecer serdo confidenciais e serdo divulgados apenas em
congressos ou publicagdes cientificas, ndo havendo divulgagdo de nenhum dado que possa lhe
identificar.

Esses dados serdo guardados pelo pesquisador responsavel por essa pesquisa em
local seguro e por um periodo de 5 anos.

Se vocé tiver algum gasto pela sua participacdo nessa pesquisa, ele sera assumido
pelo pesquisador e reembolsado para voceé.

Se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé sera
indenizado.

Qualquer duvida sobre a ética dessa pesquisa vocé devera ligar para o Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude do Trairi (FACISA), telefone 3291-2411.

Este documento foi impresso em duas vias. Uma ficard com vocé e a outra com o

pesquisador responsavel Débora de Almeida Aloise

Consentimento Livre e Esclarecido

ApoOs ter sido esclarecido sobre os objetivos, importancia e o modo como os dados
serdo coletados nessa pesquisa, além de conhecer os riscos, desconfortos e beneficios que
ela trara para mim e ter ficado ciente de todos os meus direitos, concordo em participar da
pesquisa “Analise imunogenética em pacientes com toxoplasmose ocular do Estado do
Rio Grande do Norte” , e autorizo a divulgacdo das informacdes por mim fornecidas em

congressos e/ou publicacdes cientificas desde que nenhum dado possa me identificar.

Santa Cruz, [/ [/

Assinatura do participante da pesquisa

Impresséo
datiloscépica do
participante

Assinatura do pesquisador responsavel
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ANEXO M. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCldehécido aos
responsaveis daqueles voluntarios com toxoplasnoasdar cuja idade era
inferior a 18 anos.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE DO TRAIRI

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esclarecimentos

Estamos solicitando a vocé a autorizagdo para que o menor pelo qual vocé é
responsavel participe da pesquisa: Analise imunogenética em pacientes com toxoplasmose
ocular do Estado do Rio Grande do Norte  que tem como pesquisador responsavel o(a)
Prof(a) Débora de Almeida Aloise.

Esta pesquisa pretende correlacionar a toxoplasmose ocular com as caracteristicas
genéticas de cada individuo.

O motivo que nos leva a fazer este estudo é entender como a resposta imunolégica
influencia no surgimento das lesdes.

Caso vocé decida autorizar, ele (a) devera responder a um questionario que inclui
informacdes epidemiolégicas e precisara doar uma pequena quantidade de sangue
(aproximadamente 10mL). Todo o procedimento ira durar cerca de 10 minutos. Assim, esta
pesquisa se da por meio da coleta de sangue, de onde sera extraido o DNA que ird permitir
analisar a relacdo entre as caracteristicas genéticas e a lesdo ocular desenvolvida, além disso,
suas células sanguineas serdo cultivadas e poderdo nos fornecer dados sobre o sistema
imunoldgico dele (a).

Durante a realizagcao da coleta de sangue e aplicacdo do questionario a previsdo de
riscos € minima. Caso ocorra algum acidente, ele (a) sera devidamente assistido por nossa
equipe, e se necessario sera levado (a) ao servico de salide. Todo o procedimento ocorrera em
ambiente livre de contaminacao e sera realizado por uma equipe de profissionais treinados que
irA minimizar os riscos durante o procedimento.

Pode acontecer um desconforto durante a coleta de sangue ou constrangimento ao
responder 0 questionario, entretanto salientamos que os problemas originados destes riscos
serdo prontamente resolvidos pelo pesquisador responsavel pela pesquisa e seus
colaboradores, garantindo que a entrevista e a coleta serdo individuais e com a adequada
seguranca e ele (a) tera como beneficio adquirir informacdes sobre sua propria salde e
contribuir com a saude publica do Estado, bem como contribuir com a comunidade cientifica.
Além de receber os resultados dos seus exames, vocé também receberd uma cartilha

explicando mais sobre a doenca.
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Em caso de algum problema que vocé possa ter, relacionado com a pesquisa, vocé
tera direito a assisténcia gratuita que sera prestada pela equipe presente no local.

Durante todo o periodo da pesquisa vocé podera tirar suas dulvidas ligando para
Débora de Almeida Aloise (84) 99603-9072.

Vocé tem o direito de recusar sua autorizacdo, em qualquer fase da pesquisa, sem
nenhum prejuizo para vocé e para ele (a).

Os dados que ele(a) ird nos fornecer serdao confidenciais e serdo divulgados apenas
em congressos ou publicacdes cientificas, ndo havendo divulgacdo de nenhum dado que
possa identifica-lo(a).

Esses dados serdo guardados pelo pesquisador responsavel por essa pesquisa em
local seguro e por um periodo de 5 anos.

Se vocé tiver algum gasto pela participacdo dele(a) nessa pesquisa, ele sera assumido
pelo pesquisador e reembolsado para vocé.

Se ele(a) sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, ele(a) sera
indenizado.

Qualquer duvida sobre a ética dessa pesquisa vocé devera ligar para o Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude do Trairi, telefone 3291-2411.

Este documento foi impresso em duas vias. Uma ficard com vocé e a outra com o
pesquisador responsavel Débora de Almeida Aloise.

Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, , representante legal do
menor , autorizo sua participacdo na
pesquisa Andlise imunogenética em pacientes com toxoplasmose ocular do Estado do

Rio Grande do Norte .

Esta autorizacéo foi concedida apds os esclarecimentos que recebi sobre os objetivos,
importancia e o0 modo como os dados serdo coletados, por ter entendido 0s riscos,
desconfortos e beneficios que essa pesquisa pode trazer para ele(a) e também por ter
compreendido todos os direitos que ele(a) tera como participante e eu como seu representante
legal.

Autorizo, ainda, a publicacdo das informacdes fornecidas por ele(a) em congressos

elou publicag8es cientificas, desde que os dados apresentados ndo possam identifica-lo(a).

Santa Cruz, [/ |/

Assinatura do representante legal

Impresséo
datiloscépica do
representante legal

Assinatura do pesquisador responsavel
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ANEXO N. Parecer do comité de ética para realizacdo daseni@tiunogenética
nos voluntarios com toxoplasmose ocular.

FACULDADE DE CIENCIAS DA _# PlotaPorme
SAUDE DO TRAIRI - UFRN %fwl

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP
DADDS DO PROJETO DE PESQUISA

Trulo da Pesquisa: Analise imunogenética em pacientes com toxoplasmose ocular do Estado do Rio
Grande do More

Pesquisador: Débora de Almeida Aloise

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 48945015.7.0000.5503

Instituig3o Proponente: Faculdade de Cigncias da Salde do Trair - UFRM
Patrocinador Prineipal: Financiaments Proprio

DADOS D PARECER

Nimero do Parecer: 1.208.320

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projets de doutorado. O Toxoplasma gondii € um parasia intracelular chngatdnio que Infecta
uma grande variedade de cefdas em muitos diferentes hospedeirnos [mamferos e aves), sendo considerada
uma das mais dindmicas celulas evcarioticas. Os desafios para entender T. gondil se estendem ate os dias

atuass & dados mostram que a mfecgdo iowoplasmica em humanos & frequentemente subclinica, no entanto
pode tornar-se clinicamente evidente, evoluinde, por exemplo, com retinocoroidite em individuos
imunossuprimidos ou ndo. Embora a lise da célla infectada por T. gondii seja provavelmente a principal
causa da lesdo tecidual em um individeo com imuenodeficiéncia, os processos exacerbados de
hipersensibilidade e infiamagao podem gerar os mesmos danos em individuos imenocompetentes. &
elucidagdo do mecanismo mofecular que regula a respesta imune tem fomecido importantes indicios para
entender a base da interacio em longo prazo enfre parasitos e seus hospedeines. O polimorfismo em genes
gue codificam citocinas tem mostrado estar associade com a suscetibilidade a doengas parasitarias & a
literatura mostra que os genes que codificam diversos componentes do sistema imuncéegico podem exibir
polmorfismo em suas regides codificadoras e reguladoras que afetam o nivel e tipe de expressio em
resposta aos estimulos, dingindo a resposta imune para diferentes vias. Diante

Endersgo:  Fua Trald SN

Badmec 26 CEP: ©9.200-000
UF: RN Eunkedplo: SANTA CRUZ
Tedefome: [B2|3291-2211 Emall: cepiffacisa.uimbr
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ANEXO O. Questionario utilizado para obter informacGes sobsevoluntarios com

toxoplasmose ocular

Andlise imunogenética em pacientes com toxoplasmaseular do estado do Rio Grande do

CODIFICACAO
Norte
Data da Entrevista: / /
| - IDENTIFICACAO
Nome:
Sexo: 0. ( ) F 1. ( ) M SEXO
Endereco: n°
Complemento: IDADE
Data de Nascimento: _ / /
Contato para retorno do resultado do exame:
1. Grau de escolaridade:
f o oE A - o o
0. ( ) Analfabeto/até a 32 série Fundamentadi&@®série do 1° grau (primario incompleto) GRAUESC
1. ( ) Até a 4@ série Fundamental/até a 42 gdérit® grau (primario completo)
2. () Fundamental completo/ 82 série completay{du completo)
3. () Médio completo/ 2° grau completo (32 alemtifico completo)
4. () Superior completo ou incompleto
2. Héa quanto tempo apresentou o primeiro episodioveééef? UVEITE
3. Ano da uveite: ANOUVEITE
. Anciao
4, Ja apresentou alguma recorréncia® RECORRE
1.( )Sim 2.( ) 3.( )N&aolembra
Quantas?
5. Quantos por cento da sua visao foi perdida? PERDAVISAO
6. A leséo foi : LESAO
1.( ) Unilateral 2.( ) Bilateral
7. A lesao foi diagnosticada no olho: OLHO
1.( ) Direito 2.( ) Esquerdo 3. (Ambos
8. Apresenta alguma doenca do sistema imunolégico? IMUNE
1.( )Sim PN&o
CORTICOIDE

9. Faz ou fez uso de medicamentos tipo corticoide?
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1.( )Sim 2.( ) 3.( )N&aolembra

Qual o periodo de uso?

10.Ja apresentou linfoadenopatia cervical? LINFOADENO

1.( )Sim 2.( ) 3.( )N&olembra
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