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BOTELHO, M. R. Anticorpos Anti-Toxoplasma gondii em pacientes sob tratamento dialitico
e sua associagdo com antigenos leucocitarios humanos. 2012. 80f. Dissertagdo (Mestrado em
Enfermagem) - Universidade Estadual de Maringa, Maringé, 2012.

RESUMO

Toxoplasma gondii (T.gondii) € um parasito intracelular obrigatério de ampla distribuicéo
mundial infectando até um terco da populacdo e grande diversidade de outras especies.
Diversas sdo as formas da apresentacdo desta parasitose, porém grande parte das infecgdes
primérias por T. gondii sdo assintomaticas em decorréncia de efetividade do sistema
imunolégico. Individuos imunocomprometidos, como pacientes em dialise e transplantados,
tem sido alvo frequente de infec¢Bes oportunistas em que o quadro clinico é considerado
grave com elevados indices de morbidade e mortalidade. A infeccdo esta diretamente ligada a
imunidade do individuo e o Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) est&
envolvido nessa fungdo. Tais moléculas nos seres humanos sdo chamadas de Antigenos
Leucocitarios Humanos, ou sistema HLA, do inglés Human Leucocyte Antigen. Os genes
HLA sdo os mais polimoérficos de todos os genes dos mamiferos. A existéncia de centenas de
alelos em todos os locos permite existir uma vasta variabilidade genotipica. Essa diversidade
assim como o polimorfismo dos genes do sistema HLA juntamente com a participagédo na
resposta imune, faz com que ele desempenhe papel de grande importancia na patogenia de
vérias doencas, porém pouco se conhece sobre a correlagdo entre a tipagem HLA e
toxoplasmose em individuos renais. O presente estudo teve como objetivo verificar a
prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii (IgM e/ou 1gG) e sua correlagdo com as
especificidades HLA classe | (HLA-A e B) e classe 1l (HLA- DRB1) em pacientes renais em
tratamento dialitico e transplantados). A populacdo deste estudo foi composta por 203
pacientes em dialise, 53 transplantados renais e 73 voluntarios saudéveis. Para a deteccdo e
caracterizacdo de anticorpos anti-T. gondii foi utilizado o método ELISA, aplicando-se o
Ensaio Imunoenzimético de Microparticulas (MEIA) quantitativo (Abbott Diagnostics
AXSYM® SYSTEM Toxo IgG e IgM para o T. gondii). Para a tipificacdo HLA foi utilizado o
kit LABType® SSO One Lambda aliado & tecnologia Luminex. Entre os 256 pacientes, em
dialise e transplantados, a soroprevaléncia para anticorpos 1gG foi de 133,11% e para 0s
anticorpos IgM foi de 0,99%. Entre os 203 pacientes em dialise, 68,96% foram soropositivos
para anticorpos IgG enquanto entre os 53 transplantados, 64,15% foram positivos para esse
anticorpo. Com relacdo ao anticorpo IgM, apenas 0,99% dos pacientes sob tratamento
apresentaram positividade ndo encontrando nos pacientes transplantados. Ao analisar a
tipagem HLA e associacdo com a toxoplasmose independente do grupo de pacientes,
observou-se maior frequéncia de especificidades HLA classe Il (DRB1*17, DRB1*Q7)
sugerindo suscetibilidade para toxoplasmose.

Palavras-chave: Enfermagem. Toxoplasmose. Diélise renal. Antigenos HLA. Insuficiéncia
renal cronica.



BOTELHO, M. R. Anti-Toxoplasma gondii antibodies in patients on dialysis therapy and its
association with human leukocyte antigens. 2012. 80f. Dissertation (Master’s Degree in
Nursing) — Universidade Estadual de Maringé, 2012.

ABSTRACT

Toxoplasma gondii (T.gondii) is an obligate intracellular parasite of worldwide distribution
infecting up to one third of the population and it has a great diversity of other species. There
are several forms of presentation of this parasitosis, but most of the primary infections caused
by T.gondii are asymptomatic due to immune system effectiveness. Immunocompromised
individuals, such as patients on dialysis and the ones who received a transplant, have been a
frequent target of opportunistic infections in which the clinical picture is considered severe
with high morbidity and mortality indices. The infection is directly related to the immunity of
the individual and the Major Histocompatibility Complex (MHC) is involved in this function.
These molecules in human beings are called Human Leukocyte Antigens, or HLA system.
The HLA genes are the most polymorphic of all mammal genes. The existence of hundreds of
alleles in all loci allows the existence of a wide genotypic variability. This diversity as well as
the polymorphisms of the HLA system genes together with the participation in the immune
response, leads it to perform a major role in the pathogenesis of several diseases, however,
little is known about the correlation between the HLA typing and toxoplasmosis in renal
individuals. This study aimed to verify the prevalence of anti-T.gondii antibodies (IgM and /
or IgG) and its correlation with the HLA class | (HLA-A and B) and class Il specificities
(HLA-DRB1) in patients on dialysis and who received a kidney transplant). This study
population consisted of 203 patients on dialysis, 53 patients who receive a renal transplant and
73 healthy volunteers. For the detection and characterization of anti-T.gondii antibodies it was
used the method ELISA, applying the quantitative Microparticle Enzyme Immunoassay
(MEIA) (Abbott Diagnostics AXSYM® SYSTEM Toxo IgG and IgM antibodies to the
T.gondii). For the HLA typing it was used the kit LABType® SSO One Lambda combined
with the Luminex technology. Among the 256 patients on dialysis and who received a
transplant, the seroprevalence of 1gG antibodies was 133.11% and for IgM antibodies it was
0.99%.Among the 203 patients on dialysis, 68,96% were seropositive for 1gG antibodies
while among the 53 patients who received a transplant, 64,15% were positive for this
antibody. Concerning the IgM antibody, only 0,99% of the patients undergoing treatment
presented positivity, something which was not found in the patients who received a transplant.
Analyzing the HLA typing and the association with the toxoplasmosis independently from the
group of patients, we observed a higher frequency of the HLA class 11 specificities (DRB1*17
e DRB1*07) suggesting susceptibility to toxoplasmosis.

Key words: Nursing. Toxoplasmosis. Kidney dialysis. HLA Antigens. Chronic Kidney
Disease.



BOTELHO, M. R. Anticuerpos contra el Toxoplasma gondii en pacientes bajo tratamiento de
didlisis y su asociacion con antigenos leucocitarios humanos. 2012. 80f. Disertacion (Master
en Enfermeria) — Universidad Estatal de Maringa, Maringé, 2012.

RESUMEN

Toxoplasma gondii (T. gondii) es un parésito intracelular obligatorio de amplia distribucion
mundial infectando hasta un tercio de la poblacion y gran diversidad de otras especies. Hay
varias formas de presentacion de esta parasitosis, pero gran parte de las infecciones primarias
por T. gondii son asintomaticas, debido a la eficacia del sistema inmunoldgico. Individuos
inmunocomprometidos, como pacientes en didlisis y trasplantados, han sido blancos
frecuentes de infecciones oportunistas en el que el cuadro clinico es considerado grave con
elevados indices de morbilidad y mortalidad. La infeccion est& directamente relacionada con
la inmunidad del individuo y el Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH) est4
involucrado en esta funcion. Estas moléculas en los seres humanos son llamados Antigenos
Leucocitarios Humanos o sistema HLA, del inglés Human Leucocyte Antigen. Los genes
HLA son los mas polimorficos de todos los genes de los mamiferos. La existencia de centenas
de alelos en todos los locus permite que exista una amplia variabilidad genotipica. Esta
diversidad asi como el polimorfismo de los genes HLA juntamente con la participacion en la
respuesta inmune, hace con que él desempefie un papel de gran importancia en la patogenia de
varias enfermedades, pero poco se conoce acerca de la correlacion entre el HLA vy la
toxoplasmosis en individuos renales. Este estudio tuvo como objetivo verificar la prevalencia
de anticuerpos anti-T.gondii (IgM e/o 1gG) y su correlacion con las especificidades HLA clase
| (HLA-A y B) y clase Il (HLA-DRB1) en pacientes renales en tratamiento dialitico y
trasplantados. La poblacion de este estudio fue compuesta por 203 pacientes en didlisis, 53
trasplantados renales y 73 voluntarios sanos. Para la deteccion y caracterizacion de
anticuerpos anti T.gondii fue utilizado el método ELISA, aplicindose el Ensayo
Inmunoenzimético de Microparticulas (MEIA) cuantitativo (Abbott Diagnostics AXSYM®
SYSTEM Toxo 1gG e IgM para el T. gondii). Para la tipificacion HLA fue utilizado el kit
LABType® SSO One Lambda combinada con la tecnologia Luminex Entre los 256 pacientes,
en dialisis y trasplantados, la seroprevalencia para anticuerpos IgG fue de un 133,11% y para
los anticuerpos IgM fue de un 0,99%. Entre los 203 pacientes en dialisis, 68,96% fueron
seropositivos para anticuerpos IgG mientras que entre los 53 trasplantados, un 64,15% fue
positivo para este anticuerpo. Con respecto al anticuerpo IgM, s6lo el 0,99% de los pacientes
bajo tratamiento presentaron positividad no encontrando en los pacientes trasplantados. Al
analizar el tipaje HLA vy asociacién con la toxoplasmosis independiente del grupo de
pacientes, se observd una mayor frecuencia de especificidades HLA clase 1l (DRB1*17,
DRB1*07), sugiriendo susceptibilidad para toxoplasmosis.

Palabras clave: Enfermeria. Toxoplasmosis. Diélisis Renal. Antigenos HLA. Insuficiencia
renal cronica.



APRESENTACAO

Essa dissertacdo contempla anticorpos anti-Toxoplasma gondii em pacientes sob
tratamento dialitico e sua associagdo com Antigenos Leucocitarios Humanos.

Os resultados desse estudo estdo apresentados em dois artigos cientificos, os quais
contemplam os objetivos especificos propostos no projeto de dissertagdo.

Assim, o primeiro artigo intitulado: “Soroprevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma
gondii em pacientes em dialise e transplantados renais, teve por objetivo: verificar a
prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii e caracterizar a classe de anticorpos (IgM e/ou 1gG)
nos pacientes com Insuficiéncia Renal Cronica (IRC) sob tratamento dialitico e transplantados
renais”.

O segundo artigo intitulado: “Estudo de associacdo entre moléculas HLA e a presencga
de anticorpos anti-T. gondii em pacientes em dialise e transplantados renais, objetivou:
investigar a associagdo entre moléculas HLA classe | (HLA-A e B) e classe 1l (HLA- DRB1)
e a presenca de anticorpos anti-Toxoplasma gondii no soro de pacientes em dialise e
transplantados renais”.

Ressalta-se que a dissertacdo estd estruturada com introdugdo, objetivos, percurso
metodoldgico, consideracdes finais e referéncias comuns a todo o estudo.

Os artigos serdo submetidos a dois periddicos distintos, podendo ser eles:

- Artigo 1: Journal of Public Health

- Artigo 2: Progress in Transplantation
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1. INTRODUCAO

A toxoplasmose causada pelo Toxoplasma gondii (T.gondii) apresenta taxas de
prevaléncia variaveis em diversas partes do globo, sendo considerada uma zoonose altamente
disseminada e nesse sentido estima-se que mais de dois bilhGes de pessoas estejam infectadas
cronicamente, porém diferencas relacionadas a aspectos geograficos e atribuidas a fatores de
risco podem variar entre as regides, como tipo de alimentag&o, tratamento adequado da &gua e
exposicdo ambiental (DUBEY; BEATTIE, 1988; SILVEIRA, 2002; BAHIA-OLIVEIRA;
JONES; SILVA et al., 2003; BOIA; CARVALHO-COSTA; SODRE et al., 2008).

O termo toxoplasmose, na maioria das vezes, € utilizado indistintamente para se
referir tanto a infeccdo como a doenca causada pelo agente. Porém, apenas a presenca do
protozoério caracteriza-se a infeccdo, jA a doenca é acompanhada de sinais e sintomas
(REMINGTON; CAVANAUGH, 1965).

Em individuos imunocompetentes, na maioria das vezes, a toxoplasmose é
assintomatica, mas naqueles que apresentam sintomas, a manifestacdo mais comum é a
adenomegalia. A linfadenite e linfocitose surgem na forma de quadro agudo que persistem
durante dias ou semanas. J& em individuos imunocomprometidos pode ocorrer a reativagdo de
cistos tissulares causando um quadro de evolugdo grave com as seguintes consequéncias:
encefalite, corioretinite, pneumonia, infeccdo generalizada dos mdsculos estriados, entre
outras doencas disseminativas. Entre esses individuos, incluem-se receptores de 6rgdos, em
tratamento quimioterapicos, dialiticos e infectados pelo HIV (KAWAZOE, 2005).

Nos pacientes transplantados, a infeccdo pelo T. gondii ocorre quando o receptor
soronegativo recebe um enxerto de um doador soropositivo ou também pela reagudizacéo da
infeccdo pregressa, tornando o receptor mais vulneravel a desenvolver a parasitose’®
(CARMO; SILVA; XAVIER et al., 2004). A imunodepressdo causa um desequilibrio entre o
parasita e o hospedeiro ocasionando assim a infecgdo cronica devido a ruptura dos cistos
causando a toxoplasmose. Tal ruptura dos cistos pode perdurar por tempo indefinido e quando
associados ao tratamento imunossupressor, ainda que necesséario, pode ser seguida por um
recrudescimento da toxoplasmose (FRENKEL; BERMUDEZ, 2009). J& os pacientes sob
tratamento dialitico tornam-se suscetiveis as infec¢bes por varios motivos, entre eles, por
necessitarem de hemocomponentes durante o tratamento ao desenvolverem anemias, pela
realizacdo de exames frequentes e pelo proprio sistema de hemodidlise (BARRETTI;
DELGADO, 2007; BALDINI; DEFFUNE; SILVA et al., 2010). Durante a transfusdo, pode

ocorrer a producéo de anticorpos anti-HLA causando nos individuos imunodeprimidos reagao
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febril ndo-hemolitica, insuficiéncia pulmonar aguda relacionada a transfusdo e doenca do
enxerto-versus-hospedeiro associada a transfusdo (CHOO, 2007). O diagnostico da
toxoplasmose pode ser sugerido pelas evidéncias clinicas e epidemioldgicas que possam ser
identificadas durante a realizacdo da observacdo clinica do paciente. Porém em algumas
situacBes ndo ha nenhuma evidéncia que venham a possibilitar a formulagdo dessa hipotese. O
diagndstico laboratorial é muito importante uma vez que a doenca se apresenta de forma
assintomatica (ANDRADE; TONELLI; OREFICE et al., 2000). Existem diversos testes
imunolégicos, porém o mais utilizado principalmente para o screening da doenca em seres
humanos é o Imunoensaio enzimético ou teste de ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent
Assay) que possibilita a deteccdo de anticorpos anti T.gondii especificos, tanto IgM
(Imunoglobulina M) que caracteriza a infecgdo aguda como IgG (Imunoglobulina G) que
caracteriza a infecgdo cronica. Diferencia-se dos demais por ser um teste objetivo, com
vantagens em sua automagcao, quantificagdo e apresenta maior sensibilidade ao comparar com
os demais (BURATTINI, 2004). O teste de avidez de IgG também tem sido utilizado para
auxiliar, junto com outros marcadores, na determinagéo das fases da infec¢éo, em que a baixa
avidez indica a fase aguda e alta a fase cronica da infeccdo (CAMARGO; SILVA; LESER et
al., 1991).

Nesse sentido, a infecgdo pode estar relacionada diretamente com a imunidade do
individuo e com a participagdo de moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(CPH). Nos seres humanos essas moléculas sdo denominadas Antigenos Leucocitarios
Humanos (do inglés, Human Leucocyte Antigens) ou sistema HLA. Este sistema se destaca
em situacbes como o transplante, onde a compatibilidade HLA entre doador e receptor é
decisiva na evolugdo do enxerto transplantado. Outra fungéo é de compreender a forma pelas
quais as moléculas HLA participam da patogenia das doengas, podendo conferir
suscetibilidade ou protecdo no desenvolvimento de vérias patologias (DONADI, 2000;
ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2008).

Vérias pesquisas relacionando as moléculas HLA tém sido desenvolvidas na area dos
transplantes e nos estudos de associa¢do com varias doencas (FERNANDES, 1999), entre elas
estdo: endocrinas auto-imunes (ALVES; MEYERB, VIEIRA et al., 2005; NAHAS;
DEGHAIDE; DONADI et al., 2000), gastrointestinais (ALVES; VIEIRA; TORALLES et al.,
2006), dermatoldgicas (ARNET, 1985; BIRAL; MAGALHAES; WASTOWSKI et al., 2006;
BELAZARIAN, 2008), psiquiatricas (GAUGHRAN, 2002; NUNES; BORELLI; MATSUO
et al., 2005), oftalmoldgicas (ALVES et al., 2006), patologias auditivas (YEO, 2000; AMOR-
DORADO; PACO; MARTIN et al, 2005), tuberculose (JOHN; MURUGESAN;
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JEYASSELAN et al, 1995; HARFOUCH-HAMMOUD; DAHER, 2008), e renais
(CRISPIM; MENDES-JUNIOR; WASTOWSKI et al., 2008).

Durante a revisdo da literatura encontramos poucos estudos de associagdo entre genes
HLA e a prevaléncia de anticorpos anti-toxoplasma em pacientes renais. Uma vez que a
maioria desses pacientes possuem a tipagem HLA para fins de transplante achamos
conveniente analisar primeiramente a prevaléncia de anticorpos anti-toxoplasmose nos
pacientes renais da regido e secundariamente a participagdo das especificidades HLA na
resposta imune contra a toxoplasmose. Espera-se que os resultados venham contribuir, de
alguma forma, para o melhor entendimento da infeccdo deste parasito e que a equipe

multiprofissional e pacientes possam ser beneficiados.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Detectar a presenga de anticorpos anti-T.gondii em pacientes renais e sua associagao

com Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a soroprevaléncia de anticorpos anti-T. gondii nos pacientes renais;

e Caracterizar a classe de anticorpos anti-T. gondii (IgM e/ou 1gG) nos pacientes
renais;

e Analisar a frequéncia das especificidades HLA nos pacientes renais;

e Estudar a associagdo entre as especificidades HLA e a presenca de anticorpos anti-

T.gondii nos pacientes renais.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Histdrico da Toxoplasmose

Nicolle e Manceaux em 1908 na Tunisia, Norte da Africa observaram pela primeira
vez o protozoério em células mononucleadas do figado e bago de um roedor africano usado na
pesquisa de leishmaniose no instituto Pasteur de Tuanis conhecido como “gundi”
(Ctenodactylus gundii) e no Brasil por Splendore, que vislumbrou e descreveu esse
protozoério encontrado de formas recolhidas de coelhos mortos ou doentes. Sua descoberta
oficial foi em 1909 por Nicolle e Manceaux em que estes descreveram o parasito e criaram o
género Toxoplasma (do grego toxon = arco) e a espécie T.gondii (SPLENDORE, 1908;
NICOLLE, MANCEAUX, 1909).

Somente a partir da década de 60 é que os estudos aprofundaram-se aumentando o
conhecimento e sua distribuicdo geografica através de testes soroldgicos e do grande nimero
de mamiferos e aves atingidos. Em 1965 foi descoberto por Hutchison que ha nas fezes dos
gatos uma forma resistente de T.gondii e que esta poderia permanecer no meio ambiente
vidvel por até um ano. Em 1969 este mesmo pesquisador observou 0s estagios esquizogbnicos
e gametogdnicos do parasita presente nas células epiteliais intestinais de gatos infectados
(HUTCHISON; WORK, 1969). Foi descrito em 1970 o ciclo sexuado no epitélio intestinal de
gatos que ocasionava oocistos parecidos ao do coccidio Isospora (HUTCHISON;
DUNACHIE, SIIM et al., 1970; FRENKEL; DUBEY; MILLER et al., 1970).

3.2 Toxoplasmose

A toxoplasmose € uma doenca infecciosa causada pelo T. gondii, protozoério parasita
do homem, pertencente ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem
Eucoccidiida, subordem Eimeriina, familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae,

género Toxoplasma e espécie gondii (LAINSON, 1997).

3.3 Morfologia

O T. gondii apresenta trés diferentes estagios infectantes consoantes a fase de ciclo
bioldgico em que se encontra: taquizoito ou trofozoito, oocisto contendo 0s esporozoitos e
cisto contendo os bradizoitos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).
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Taquizoito

Forma encontrada durante a fase aguda da infeccdo ao invadir se proliferam em todas
as células nucleadas de mamiferos e aves, sendo responsaveis pela sintomatologia. Apresenta
a forma de arco, com uma das extremidades mais afilada e a outra arredondada, medindo
cerca 4 a 8 um de comprimento por 2 a 4 um de largura com um ndcleo mais ou menos em
posicdo central (Figura 1). E uma forma mével, de multiplicagfo rapida (tachis=rapido), por
endodiogenia encontrado dentro do vaclolo citoplasméatico de varias células, como nos
liquidos organicos, células hepaticas, excre¢bes, pulmonares, nervosas, submucosas e
musculares. Considerada a forma menos resistente da parasita, no qual podem ser destruidos
por condi¢cGes ambientes adversas e pouco resistentes a acdo do suco gastrico no qual séo
destruidos em pouco tempo (FRENKEL; DUBEY; MILLER et al., 1970; DUBEY;
LINDSAY; SPEER et al., 1998).

Figura 1. Taquizoitos de T. gondii (formas livres)
(http://ufrgs.br/para-site/imagensatlas/protozoa/Toxoplasma.htm)

Bradizoito

Sao encontrados dentro do vaclolo parasitéforo dentro de uma célula em que a
membrana forma a cépsula do cisto tecidual (Figura 2). Multiplicam-se lentamente
(brady=lento) dentro do cisto, por endodiogenia ou endopoligemia. Sua parede é resistente e
elastica, isolando os bradizoitos da acdo dos mecanismos imunolégicos do hospedeiro. O
tamanho do cisto varia conforme a célula parasitada e do niamero de bradizoitos em seu

interior, atingindo até 200um. Geralmente essa forma € encontrada durante a fase cronica da
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infeccdo em diversos tecidos (muasculos esqueléticos e cardiacos, nervoso, retina) o qual pode
permanecer por varios anos. Em geral, a reativacdo dessas infeccdes latentes se da pelo
comprometimento do sistema imunolégico do hospedeiro, causada pela liberacdo de
bradizoitas, e se transformam em taquizoitas, promovendo assim infec¢do aguda visivelmente
em pacientes imunodeprimidos. Os bradizoitos sdo mais resistentes a tripsina e & pepsina ao
comparar com 0s taquizoitas, podendo permanecer viaveis por muitos anos (REY, 1991;
KAWAZOE, 2002).

Figura 2. Cisto Tecidual de T.gondii contendo bradizoitos em seu interior (DUBEY et al., 1998)

Oocistos

Séao as formas de resisténcia por possuir parede dupla resistente as condi¢des do meio
ambiente. S&80 produzidos nas células intestinais do hospedeiro definitivo, felideos nédo
imunes, e eliminados imaturos junto com as fezes. Sdo esféricos, medindo cerca de 12,5 x
11,0 um e apos esporulagdo no meio ambiente, entre um e cinco dias, resultam na formagéo
de dois esporocistos em seu interior, cada um com quatro esporocistos cada (Figura 3). Ao
término desse periodo, tornam-se infectantes por 12 a 18 meses em solo quente e imido, com
novo formato, elipséide medindo cerca de 11 pm por 13 pm. Tanto o hospedeiro definitivo
como intermediario, podem infectar-se através da ingestdo de oocistos, como na ingestdo de
cistos contendo bradizoitos (REY, 1991; KAWAZOE, 2005).
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Figura 3. Oocistos de T. gondii, formas excretadas nas fezes dos felideos. (A) Oocistos ndo
esporulados. (B) Oocistos esporulados com 2 esporocistos mostrando 4 esporozoitos no seu interior
(setas). (C) Microscopia eletronica de transmissdo esporulacdo de oocisto (DUBEY et al., 1998).

3.4 Ciclo Bioldgico

O T.gondii apresenta um ciclo heteroxeno, no qual gatos domésticos ou outros felinos
silvestres sdo hospedeiros definitivos por possuirem um ciclo coccidiano, apresentando uma
fase sexuada dentro de um vacuolo parasitoforo do citoplasma nas células epiteliais com
producdo de oocistos e a fase assexuada extraintestinal ou tecidual, compostos por taquizoitos
e bradizoitos, que ocorre tanto nos linfonodos como nos tecidos dos hospedeiros (felideos,
aves e mamiferos) com producdo de cistos teciduais. JA& o homem e outros animais sdo
considerados hospedeiros intermediarios, por apresentarem apenas ciclo assexuado (DUBEY,
1994; KAWAZOE, 2005).

A fase sexuada tem inicio através da ingestdo de taquizoitos, oocistos e bradizoitos
contidos nos cistos teciduais dos hospedeiros intermediarios (ratos, passaros, camundongos,
entre outros) (WALLACE, 1973).

Pela acdo das enzimas proteoliticas do suco gastrico os cistos rompem-se liberando
bradizoitos em que estes penetram nas células enteroepiteliais reproduzindo-se
assexuadamente (esquizogonia) com a producdo de esquizontes. Estes por sua vez ap0s varias
geracOes dardo origem aos merozoitos (HUTCHISON; DUNACHIE; SIIM et al., 1971;
FERGUSON; HUTCHISON; DUNACHIE et al., 1974) e iniciardo a fase sexuada
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(gametogonia) originando macro e microgametocitos (masculinos e femininos) (FERGUSON;
HUTCHISON; DUNACHIE et al., 1974; FERGUSON; HUTCHISON; SIIM et al., 1975). O
zigoto terad origem apds a fertilizagdo originando o oocisto, sendo este lancado no lumen
intestinal e excretado nas fezes do animal (DUBEY; LINDSAY; SPEER et al., 1998).

J4 a fase assexuada se inicia através da ingestdo de oocistos maduros contendo
esporocistos, taquizoitos eliminados no leite, como também cistos contendo bradizoitos
encontrados na carne crua ou mal cozida. Os parasitas que sobrevivem as enzimas do trato
digestivo passam pelo epitélio intestinal e invadem varias células do organismo. Seja qual for
a forma infectante, sofrerd intensa multiplicacdo ap06s passar pelo epitélio intestinal e formara
um vacuolo citoplasmético (vacuolo parasitéforo) ao penetrar em diversos tipos de células,
onde sofrerd divisdes sucessivas por endodiogenia originando novos taquizoitos, que irdo
romper a célula parasitada liberando novos taquizoitas. Essa fase inicial da infeccdo-fase
proliferativa caracteriza a fase aguda da doenga (KAWAZOE, 2005). Durante a infeccéo
aguda, o gato pode excretar até 100 milhdes de oocistos por dia, e ap6s cinco dias de
exposicdo ao ar, ocorre esporulacdo do oocisto e producdo de dois esporocistos, contendo
quatro esporozoitos cada, sendo estes altamente infectantes, podem permanecer no meio
ambiente por varios anos, podendo ser ingeridos tanto por animais como pelo ser humano
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

3.5 Mecanismos de transmissao

Grande parte da populagdo humana e animal apresentam parasitismo pelo T.gondii.
Testes soroldgicos comprovaram que em diferentes regides 40% a 70% de humanos adultos
apresentam-se positivos para toxoplasmose. O indice de infeccdo na populacdo humana tem
sido relacionado com a combinagdo de padrdes de vida e de cultura, a fatores climéaticos e
geogréficos, situacdo sdcio-econdmica, habitos alimentares e higiene (KAWAZOE, 2005).

O homem é o hospedeiro intermediario e pode se infectar de diversas formas conforme
ilustrado na figura 4, entre elas: por via oral* (DUBEY; NAVARROI, SREEKUMAR et al.,
2004), transplante de 6rgdos, transfusdo sanguinea, acidentes laboratoriais® (DEROUIN;
PELLOUX, 2008) e transmissédo vertical (KAWAZOE, 2005). A infec¢do por via oral
acontece através da ingestdo de oocistos, uma forma resistente as condigdes do meio
ambiente, que estd presente em dejetos de felideos, principalmente gatos. As fezes
contaminadas com oocistos podem contaminar agua, alimentos, solo, areia sendo que a

disseminagcdo pode ocorrer através de transportadores. A infeccdo ocorre também pela
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ingestdo de cistos contendo bradizoitas, forma infectante encontrada em varios tecidos
geralmente na fase cronica da infecgdo, a partir de vegetais, 4gua e alimentos de origem
animal contaminados, especialmente carne crua ou mal cozida. Outra forma de infeccéo
também se d& pela ingestéo de taquizoitas, forma infectante encontrada durante a fase aguda
da infecgdo, em leite contaminado (DUBEY; NAVARROI; SREEKUMAR et al., 2004,
MONTOYA, LIESENFELD, 2004; KAWAZOE, 2005).

Outra forma de infeccdo é a toxoplasmose congénita decorrente da transmisséo
transplacentéria do parasita em gestantes, as quais apresentam a infeccdo priméria durante a
gestacdo com disseminagdo dos taquizoitos. (DESMONTS; COUVREUR, 1974; VOGEL,;
KIRISTIS; MICHAEL, et al., 1996; KAWAZOE, 2005). Essa transmissao pode vir a ocorrer
em qualquer periodo da gestagdo, sendo mais freqiiente no final comparado ao inicio
(HOHLFELD; DAFFOS; COSTA et al., 1994). A transfusdo sanguinea também pode ser
outro meio de transmissdo da toxoplasmose nos individuos imunocomprometidos, entre eles
pacientes sob tratamento dialitico, por apresentarem anemias frequentes, perda de sangue
durante a coleta para exames rotineiros, procedimentos cirurgicos, tornando-0s mais
suscetiveis as infeccbes (BARRETTI; DELGADO, 2007; ELHENCE, 2010; BALDINI-
PERUCA; DEFFUNE; SILVA et al.; 2010). Pessoas que trabalham em laboratérios de
pesquisa ou clinicos, bem como os profissionais de salde também estdo sujeitos a adquirir a
toxoplasmose através de acidentes laboratoriais, e na maioria das vezes estes ndo se ddo conta
da gravidade do quadro e do tamanho do inoculo que foi introduzido (HERWALDT, 2001).

Os individuos transplantados tornam-se mais vulnerdveis a desenvolver a parasitose
devido a presenca dos cistos do protozoario na vigéncia de tratamento imunossupressor por
longo tempo, embora fundamental para a sobrevivéncia pode aumentar a probabilidade de
infeccdo (CARMO; SILVA; XAVIER et al., 2004; FRENKEL; BERMUDEZ, 2006).
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Figura 4: Mecanismos de Transmissdo do T. gondii
(Adaptado de www.aafp.org/afp/ 20030515/2131.html)

Algumas medidas preventivas podem ser esquematizadas:

- evitar ingerir carne crua e mal passada;

- lavar bem as méos antes e ap6s manipular alimentos, gatos e terras;

- manter controle sobre os gatos de rua;

- limpar os locais onde os gatos defecam e desinfetd-los com &gua fervente (FRENKEL,
BERMUDEZ, 2009).

3.6 Epidemiologia
A infecgéo pelo T.gondii constitui uma das zoonoses mais difundidas no mundo, com

ampla distribuicdo mundial encontrada em diversos climas em todos os continentes (JAMRA,
1985; BEAMAN; McCABE; WONG et al., 1995; AMENDOEIRA; SOBRAL; TEVA et al.,



26

2003). A prevaléncia de anticorpos encontrada nos individuos varia de acordo com o aumento
da idade em ambos 0s sexos, habitos alimentares e higiene, fatores climaticos (LAINSON;
LEAO; CRESCENTE et al., 1997; SAFADI, 2000; FRENKEL, 2009). Estima-se que grande
parte da populacdo mundial esteja contaminada pelo T.gondii, encontrando-se indices de até
90% em adultos (RAMIREZ; VARGAS; DURAN et al.,, 1998; BONILLA; CHAVEZ,
MONSALVE et al.,, 2001; AMENDOEIRA; SOBRAL; TEVA et al., 2003) obtendo-se
valores maximos apos sessenta anos de idade (MELAMED, 1991). A prevaléncia da doenca
em regides tropicais como Brasil, Coldmbia e Venezuela € maior ao comparar com regides
frias, quentes e éaridas (WALLACE, 1973; OREFICE E BAHIA-OLIVEIRA, 2005;
KAWAZOE, 2005). Regibes com maior altitude tém menor prevaléncia comparada a regioes
vizinhas ao nivel do mar (WALLS; KAGAN, 1967).

No Brasil a incidéncia é varidvel devido as variacdes climéticas de cada regido. Nos

estados de Pernambuco, Ceard e Bahia foi encontrado na populagdo urbana a prevaléncia de
anticorpos de 64% a 79%, 22,8% e 71,5% (COELHO; KOBAYASHI; CARVALHO, 2003;
REY, RAMALHO, 1999) respectivamente e na regido de Belém o indice foi de 77%
(BICHARA, 2001). A incidéncia da toxoplasmose encontrada em gestantes de Porto Alegre e
Séo Paulo variou de 54,3 a 67,4% (KAWAZOE, 2005).
Ha registros no Brasil que o indice de infeccdo aumenta com a idade e que criancas até 5 anos
jé& apresentaram 42% de anticorpos contra o parasita, aumentando para 56% na faixa etaria de
5 e 20 anos chegando a mais de 70% ap6s os 20 anos (RICCIARDI; SABROZA;
SANDOVAL et al., 1978). A prevaléncia também varia com localizagdo geogréafica,
encontrando no Rio Grande do Sul a taxa de prevaléncia de 82%, em S&o Paulo 42% e no
Parana 66% (GARCIA; NAVARRO; OGAWA et al, 1999). Houve também maior
prevaléncia em regides onde o saneamento basico € deficiente somado a higiene precéria. Um
exemplo é a cidade ao norte do Rio de Janeiro, Campos dos Goyatacazes, que em um estudo
revelou que 84% da populagéo da classe socioecondmica baixa séo soropositivos ao comparar
com a classe média e alta que se encontrou 62% e 23% respectivamente. Observou-se também
que o consumo de agua ndo filtrada aumentou-se o risco na classe baixa, revelando a
importancia da transmissao de oocistos na agua (BAHIA-OLIVEIRA; JONES; SILVA et al.,
2003; MOURA; BAHIA-OLIVEIRA; WADA et al., 2006).

Regides da América Latina, a soroprevaléncia atinge aproximadamente 80% da
populacdo adulta (FERREIRA, FORANDA, SCHUMAKER, 2003). Nos EUA a
soroprevaléncia da toxoplasmose geral varia de 20,0% a 60,0% (ROTHOVA, 2003; JONES;
FRANTZIDOU; SOULIOU et al.,, 2001) sendo similar ao encontrado no Reino Unido
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(JOYNSON, 1992). Ja na Franca a soroprevaléncia atinge 85% na idade adulta (DESMONT;
COUVREUR, 1974). Na Holanda quase metade da populacdo entre um e 79 anos ja foram
infectados pelo T.gondii durante a vida (KORTBEEK; MELKER; VELDHUIJZEN et al.,
2004). Na Grécia, um estudo revelou que 24% da populacéo era positiva para toxoplasma e a
taxa de soroconversdo anual girava em torno de 0,8% em 2004 (DIZA; FRANTZIDOU;
SOULIOU et al., 2005). Em paises como El Salvador, Taiti e Franca foi encontrado
percentuais de infecgdo superiores a 70% em adultos com idade superior a 40 anos
(FELDMAN, 1982).

3.7 Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH)

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH ou MHC, do inglés, Major
Histocompatibility Complex) consiste em um conjunto de genes localizados no brago curto do
cromossomo 6 humano. Este contém genes que codificam proteinas diversas e estdo
envolvidos com a imunidade do individuo e que sdo expressas na superficie de diferentes
tipos celulares. Tais moléculas nos seres humanos sdo chamadas de Antigenos Leucocitérios
Humanos, ou sistema HLA, do inglés Human Leucocyte Antigens (PEAKMAN; VERGANI,
1999; ABBAS; LICHTMANN; PILLAI, 2008).

Tais moléculas sdo glicoproteinas altamente polimdrficas (apresentam multiplos
alelos) e se diferenciam quanto a localizagdo em tecidos e funcdo. Didaticamente esta
dividido em trés regides: regides de classe | (HLA-A,HLA -B e HLA-C), Il (HLA-DR, HLA-
DQ e HLA-DP) e 1l (figura 5). Os genes do CPH consistem em um conjunto de l6ci genético
ligados, codificando proteinas envolvidas na apresentacdo de antigeno as células T. A
combinacéo dos alelos do CPH de um dnico cromossomo é denominado haplétipo do CPH.
Os genes do CPH possuem uma caracteristica importante, que é sua expressdo co-dominante:
formas alélicas derivadas da mée e do pai sdo expressas como proteinas da superficie celular
(JANEWAY; TRAVERS; WALPORT et al., 2002).
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Figura 5 — Estrutura génica do CPH humano, identificando os genes HLA de classe | (HLA-A, B e
C), de classe Il (HLA-DR, DQ e DP) e os de classe IlI.

Vale ressaltar que as moléculas da classe | sdo fundamentais na destruicdo de células
apoés serem infectadas por bactérias, virus, e parasitas intracelulares e na rejeicdo de
transplantes. Tais moléculas apresentam peptideos as células T citotdxicas (CD8+) e estdo
localizadas na superficie de todas as células nucleadas do organismo (DONADI, 2000;
KLEIN; SATO, 2000; TURNER, 2004). As moléculas de classe 11 localizadas na superficie
de ceélulas estdo diretamente relacionadas a resposta imune, com papel importante na
apresentacdo de antigenos, inicio da resposta, na regulacdo da interacdo entre células
imunocompetentes e a funcdo de apresentar peptideos as células T auxiliares (CD4+)
(DONADI, 2000; FERNANDES; MACIEL; FOSS et al., 2003). A regido classe Il codifica
moléculas como fatores de necrose tumoral, fator B do sistema complemento, proteinas C4,
C2, proteina do choque térmico e enzimas 21-hidroxilase (PAMER; CRESSWELL, 1998;
KLEIN; SATO, 2000; FERNANDES; MACIEL; FOSS et al., 2003; TURNER, 2004).

3.8 Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA)
Sdo moléculas encontradas na superficie dos leucdcitos e em quase todas as células

dos tecidos de um individuo. Esse conjunto de moléculas constitui um sistema denominado

Histocompatibilidade Figura 6.
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Figura 6 - Estrutura das moléculas HLA classe | e Il. Adaptada de Klein e Sato, 2000.

Tais moléculas por estarem presentes nas células do organismo funcionam como
aloantigenos, sendo considerado um potente marcador de sobrevida em transplantes, estando
relacionado ao processo de rejeicdo de enxertos. Quanto mais semelhantes forem os alelos
HLA do doador e do receptor melhores sdo os resultados do transplante, seja de medula 6ssea
ou de orgaos solidos (KRENSKY; WEIS; CRABTREE et al., 1990; ERLICH; OPELZ;
HANSEN, 2001). Mesmo com o uso de drogas imunossupressoras, que diminuem a
possibilidade de rejei¢do, a histocompatibilidade é fundamental para que se tenha sucesso do
transplante. (BICALHO; RUIZ; COSTA et al., 2002). A politica nacional de transplante de
6rgdos e tecidos esta fundamentada na legislacdao (Lei n° 9.434/97, Lei n° 10.211/01, Lei n°
8.080/90, Lei n° 8.142/90 (Sistema Nacional de Transplante do Ministério da Saide — SNT,
2001).

A identificacdo das moléculas do sistema HLA pode ser por trés diferentes métodos,
sdo eles: soroldgicos, celulares e de biologia molecular. O primeiro é o método da
microlinfocitoxicidade de Terasaki (TERASAKI; MCCLELLAND, 1964), em que a
citotoxicidade mediada por anticorpos e dependente do complemento favorece a deteccdo de
antigenos leucocitarios, por isso a definicdo de antigenos e alelos HLA (DONADI, 2000). Um
anticorpo anti-HLA conhecido é adicionado nesse método a linfécitos T ou a linfocitos B.
ApoOs ter ocorrido a reacdo antigenoanticorpo e a lise celular devido a incubagdo com o

complemento, havera uma reacao positiva (DONADI, 2000).



30

O segundo método utiliza células com fendtipo conhecido para definir a especificidade
HLA. Nesse método sdo colocadas em cultura junto aos linfécitos, 35 tipificaces conhecidas,
os linfdcitos do paciente junto & tipificagdo a ser determinada. Caso houver a proliferacdo de
linfécitos, conclui-se que ha diferengas antigénicas entre os individuos (DONADI, 2000). E o
terceiro método avalia o fragmento de DNA extraidos de células nucleadas e amplificados
pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os métodos mais utilizados sdo o SSP
(sequence specigic primers), que utiliza reagfes de amplificagdo com par de iniciadores
capazes de reconhecer alelos ou grupos de alelos, e o SSOP (sequence specific
oligonucleotide probes), no qual o DNA amplificado é hibridizado com sondas de
oligonucleotideos para reconhecer os alelos ou grupos de alelos (DONADI, 2000).

O polimorfismo é uma das principais caracteristicas dos genes do HLA, pois a
acentuada variabilidade genotipica é devido a centenas de alelos encontrado em cada loco
(TURNER, 2004). Essa diversidade assim como o polimorfismo dos genes do sistema HLA
juntamente com a participacdo na resposta imune, faz com que ele desempenhe papel de
grande importancia na patogenia de vérias doencas auto-imunes (FERNANDES; MACIEL;
FOSS et al., 2003). No final dos anos 60, os primeiros estudos de associa¢éo foram realizados
entre antigenos de histocompatibilidade e doencas, porém com resultados inconsitentes na
avaliacdo de doencas como o linfoma de Hodgkin e a leucemia linféide aguda (WALFORD;
FINKELSTEIN; NEERHOUT, 1970). Ja em meados dos anos 70, foi relatada uma associacao
do antigeno HLA-B27 com a espondilite anquilosante (SCHLOSSTEIN; TERASAKI;
BLUESTONE et al., 1973). Apbs essa descoberta, estudiosos vém buscando identificar
associagOes entre os antigenos HLA e uma diversidade de doengas, visando relacionar as que
conferem protecédo ou suscetibilidade (DONADI, 2000).

3.9 Cuidados de enfermagem ao paciente renal com toxoplasmose

Em seu cotidiano, o doente renal passa a conviver com mudangas bruscas, limitages
e medo ao deparar-se com o novo tratamento de longa duragdo e com impactos relevantes
sobre sua vida e de seus familiares que é a hemodialise, como também com expectativa de
melhorar a qualidade de vida com a possibilidade de submeter-se ao transplante renal. E
paralelamente a preocupacdo diante dos cuidados ap6s ter adquirido a toxoplasmose, seja apds
o transplante, como também pela reativacéo dos cistos. Nesse sentido mostra-se necessario o

cuidado de enfermagem ao paciente com intuito de evitar complicagdes durante o tratamento,
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mas também buscar conhecer as necessidades relacionadas ao aspecto fisico e psicoldgico,
tanto do portador como também de seus familiares (GULLO; LIMA; SILVA, 2000; DIAS;
ARAUJO; BARROSO, 2001).

Alguns autores (PERES; CIAMPONE, 2006) consideram o trabalho de enfermagem
como instrumento do processo de trabalho em saude e subdivide em outros processos de
trabalho, como assistir/cuidar, gerenciar/administrar, pesquisar e ensinar. Entre os citados, 0
cuidar e gerenciar merece destaque no trabalho do enfermeiro.

A enfermagem ao atuar de maneira consciente previne e controla complicagdes
exercendo de maneira eficiente seus deveres com a implementacdo da sistematizacdo da
assisténcia de enfermagem (SAE) na prética diaria (SOUZA; MARTINO; LOPES, 2007). A
SAE por sua vez permite uma organizagdo do trabalho do enfermeiro a fim de beneficiar o
relacionamento do profissional com o pacientes, assim como com os demais membros da
equipe, fortalecendo o vinculo terapéutico. Nesse sentido, para que haja de maneira eficaz a
sistematizacdo da assisténcia, aplica-se o processo de enfermagem que se encontra dividido
em cinco fases: coleta de dados, identificacdo do diagnostico de enfermagem, elaboragéo do
plano de ag&o junto a sua implementagéo e a observacdo da evolugdo do paciente (GARCIA;
NOBREGA, 2009).

A partir desse contexto a fungdo do enfermeiro nesse setor é de atender as
necessidades individuais do paciente, a fim de garantir um trabalho multidisciplinar com
planejamento e melhor adaptagdo ao tratamento proporcionando melhor qualidade de vida,
recuperacdo e reintegracdo do individuo no meio social (SOUZA; MARTINO; LOPES,
2007). Sua atuacao tanto na prevencdo como na progressdo da doenca se traduz na assisténcia
prestada de forma assistematica, sem haver discriminacdes especificas de prevencdo e da
progressdo, sendo esse um processo insepardvel, mantendo-se atualizados e preparados a fim
de promover cuidado com qualidade a partir de trocas de experiéncias com a equipe
multiprofissional buscando planejamento e novas estratégias de assisténcia e introduzir acoes
através do ensino e pesquisa (TRAVAGIM; KUSUMOTA, 2009). Outra importante funcéo
do enfermeiro é de educador, além do compromisso profissional e ético. Este é considerado
um dos grandes responsaveis pelo incentivo do auto-cuidado a salde principalmente por
estarem mais proximo ao paciente (PACHECO; SANTOS; BREGMAN, 2006).
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3.10 Toxoplasmose no paciente imunossuprimido

Os pacientes com determinadas patologias ou circunstancias que levam a depressédo da
imunidade celular podem ser chamados de imunossuprimidos (DORA et al., 2009). Entre as
situaces referidas estéo a aids, leucemia, linfomas, tratamento dialitico, transplante de 6rgéos
ou uso prolongado de corticosterdides. Pelo fato dos cistos persistirem por um periodo
indefinido, a ocorréncia de imunossupressao pode ocasionar o surgimento da toxoplasmose.

O individuo imunocompetente pode ter todas as formas clinicas descritas porém a
doenca é fulminante e rapidamente letal caso o tratamento ndo seja iniciado a tempo no grupo
dos pacientes imunodeprimidos. Ainda que alguns casos da doenga sejam consequéncia de
infeccdo priméria nesses pacientes, 0 mais comum é representarem reativacdo de infeccéo
cronica pelo T.gondii (FRENKEL; NELSON; ARIAS-STELLA, 1975).

Em pacientes com drgéos sélidos transplantados o risco de infeccdo relaciona-se com
0 uso terapéutico de drogas imunossupressoras a fim de prevenir a rejeicdo, decorrentes de
alteracbes anatdbmicas relacionadas com o o6rgdo transplantado como tambeém dos
procedimentos cirurgicos. Cada 6rgdo transplantado esté associado com um tipo caracteristico
de complicagdes infecciosas. Um exemplo é o aumento da infeccdo de urina em
transplantados renais, uma vez que deve ser instalada e mantida a profilaxia urinaria
antibacteriana. Os 0rgdos transplantados podem armazenar patdgenos como T.gondii,
citomegalovirus, HIV (virus da imunodeficiéncia humana) entre outros (PEDROSO, 2009).

A toxoplasmose aguda sintomética € rara ap06s o transplante renal, porém, a taxa de
mortalidade e a gravidade aumentam quando n&o diagnosticada e tratada precocemente. Dessa
forma, a reativacdo da infeccdo consequéncia da necessidade do uso das drogas
imunossupressoras, se da quando o mecanismo de imunidade celular é alterado, causando
desequilibrio entre o parasito e hospedeiro, possibilitando a reativacdo da infeccdo pela
ruptura dos cistos, podendo ocasionar quadro severo de toxoplasmose (CUNHA; FERREIRA;
RAMOS et al.,1994).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacéo do estudo

A populacdo dessa pesquisa envolveu 203 pacientes em tratamento dialitico e 53

transplantados renais, totalizando 256 individuos. Foram incluidos 73 voluntarios saudaveis
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doadores de sangue do Hemocentro Regional de Londrina como grupo controle, todos com os exames
de triagem para doagéo de sangue ndo reagente para toxoplasmose, com idade entre 16 e 65 anos.
A idade média dos 203 pacientes sob tratamento dialitico foi de 52,31 anos, sendo 129 (63,55%) do sexo
masculino com média de idade de 52,6 anos variando de 18 a 83 anos e 74 (36,45%) do sexo feminino
com média de idade de 51,78 anos variando de 18 a 84 anos. Dentre os 53 transplantados
renais a idade média foi de 43,83 anos, sendo 32 pertencentes ao sexo masculino com a média
de idade de 46,28 anos variando de 22 a 69 anos e 21 do sexo feminino com a média de idade
de 40,1 anos com intervalo de 18 a 64 anos.

O periodo da coleta de dados ocorreu de janeiro a margo de 2011. Os pacientes
transplantados foram convidados a participar do estudo por meio das consultas de rotina. Os
critérios de exclusdo da pesquisa foram pacientes menores de 18 anos, 0s que encontraram
dificuldade de compreensdo, instabilidade clinica durante a coleta, além dos que se recusaram
a participar da pesquisa. Foi aplicado um questionario com questdes sdcio-demogréficas e
relacionadas a satde a fim de conhecer melhor o paciente (Apéndice A).

A sorologia para anticorpos anti. T. gondii IgG e IgM foi avaliada por ensaio de microparticula por

quimioluminescéncia quantitativo (Architect, Abbott laboratorios).

4.2 Procedimentos
4.2.1 Coleta do material bioldgico e estocagem

Amostra de 10 ml de sangue periférico foi obtida por pun¢éo venosa em tubos de
coleta a vécuo estéril com anticoagulante EDTA. Apds a separacdo o soro foi aliquotado e
guardado em freezer -80°C até o momento do uso. Ap6s descongelamento o soro foi
centrifugado a 600xg por 10 minutos para eliminacéo de qualquer fibrina, globulos vermelhos
ou outras particulas em suspensdo. A deteccdo e caracterizagdo de anticorpos anti-T.gondii
bem como estudo do polimorfismo genético das moléculas HLA foram realizados no

Laboratdrio de Imunogenética da Universidade Estadual de Maringa (UEM).

4.2.2 Detecgdo e caracterizagao de anticorpos

Técnica Sorologica

Para a determinacdo quantitativa de anticorpos anti-T.gondii da classe 1gG e 1gM no

soro ou no plasma foi utilizada a técnica MEIA (Microparticle Enzyme Immunoassay). A
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reacdo € realizada no analisador de imuno-ensaio, com acesso randdémico e continuo,
AXSYM da empresa Abbott. (Abbott Diagnostics AXSYM® SYSTEM Toxo IgG e IgM para o
T. gondii). As amostras usadas para pesquisa dos anticorpos da classe IgM séo tratadas com
tampdo de neutralizagdo do Fator Reumatdide (FR) para remover os anticorpos de
interferéncia (se presentes) do complexo antigeno-anticorpo, evitando-se, assim, resultados
falsamente positivos. No final da reacdo, o complexo imune ligado ao conjugado marcado
com a fosfatase alcalina reage com o substrato. A quantidade de fluorescéncia é proporcional
a concentracdo de anticorpos da amostra analisada (Manual de Instru¢bes de Uso AxSYM-
Abbott, 2000).

Principios bioldgicos do procedimento

A amostra e todos 0s AXSYM Toxo G/ Toxo M Reagentes, necessarios para um teste,
sd0 pipetados pela agulha de Amostragem nos varios pogos de um recipiente de reacéo (RR)
no Centro de Amostragem. O RR é imediatamente transferido para o Centro de
Processamento. A pipetagem é feita no Centro de Processamento. As reacdes ocorrem na

seguinte sequéncia:

Centro de Amostragem

A agulha de Amostragem dilui amostra na Solugéo 4 (Diluente de Linha) e dispensa
uma aliquota da amostra diluida e as microparticulas revestidas de T.gondii formando um

complexo antigeno-anticorpo.

Centro de processamento

- O diluente de ensaio ¢ adicionado a mistura da reacdo e uma aliquota do complexo antigeno-
anticorpo é transferida para a célula matriz;

- As microparticulas ligam-se irreversivelmente a matriz de fibra de vidro;

- A célula matriz é lavada para remover os materiais ndo ligados;

- O conjugado anti-1gG/ anti-lgM humano: fosfatase alcalina é dispensado na célula matriz e
se liga ao complexo antigeno-anticorpo;

- A célula matriz é lavada para remover os materiais ndo ligados;
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- O substrato, 4-Metilumbeliferil fosfato, é adicionado a célula matriz e o produto fluorescente
é determinado pelo conjunto dptico MEIA.

Para a interpretacdo dos resultados considerou-se IgG reagente (IgGR) quando os
valores do AXSYM Toxo G foram superiores ou igual a 3 Ul/mL, sendo um indicativo de
infeccdo aguda ou passada ao parasita e 1gG ndo reativo (IgGNR), quando resultados do
AxXSYM Toxo G foram inferiores a 2 Ul/mL. Resultados AXSYM Toxo G iguais ou
superiores a 2UI/mL e inferiores a 3UlI/mL foram consideradas duvidosas (grayzone)
podendo conter niveis baixos de IgG, devendo-se obter e testar uma segunda amostra.
Amostras com Valores Index iguais ou superiores a 0,600 sdo consideradas reativas para
anticorpo IgM, amostras com Valores Index inferiores ou iguais a 0,499 séo consideradas ndo
reativas para anticorpo IgM e amostras com Valores Index na faixa de 0,500 a 0,599 séo
consideradas duvidosas (grayzone), sendo necessaria a repeticdo do ensaio. O protocolo dos
testes e os céalculos dos valores de referéncia foram desenvolvidos segundo recomendacfes do
fabricante (Abbott AXSYM® SYSTEM — Toxo 1gG e Toxo IgM, 2009 e 2006 respectivamente).

4.2.3 Extragdo DNA

Foi realizada a extracdo de DNA a partir de amostras contendo 10 mL de sangue
periférico, os quais foram coletados por pungdo venosa com tubos de vacuo e anticoagulante
EDTA e centrifugada a 2500 rpm, durante 10 minutos, a fim de se obter a camada
leucocitdria. O DNA foi extraido desta camada pelo reagente EZ-DNA, seguindo as
instrucOes do fabricante (Biological Industries, Kibbutz Beit, Haemek).

4.2.4 Tipificacdo HLA

Para a tipificagdo HLA classe | (HLA-A e -B) e classe 1l (HLA-DRB1) foi utilizado o
kit LABType® SSO One Lambda aliado a tecnologia Luminex. Esse método de PCR utiliza
primers biotinilados. O material amplificado passa por um processo de desnaturagdo e
posterior hibridizagdo com sondas ligadas a microesferas (beads) que fazem parte do sistema
multianalitico Luminex. Cada bead é marcada com uma determinada fluorescéncia e possui
uma sonda de oligonucleotideo correspondente a um alelo HLA, ou a um grupo de alelos
HLA. Apos a etapa de hibridizacdo as sondas que hibridizaram com o DNA s&o marcadas

com uma solucdo SAPE (estreptavidina conjugada com ficoeritrina). O citdbmetro de fluxo
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LABScan® 100 é capaz de reconhecer a fluorescéncia da bead e da SAPE ligada & sonda. Os
dados gerados pelo aparelho foram analisados no software HLA Fusion para a determinagéo
da tipagem HLA.

Todos os pacientes foram tipados com relacdo as moléculas de HLA classe | (A, B) e
classe Il (DRBL1).

4.3 Tratamento estatistico

Os dados coletados geraram um banco de dados informatizado sendo realizada
estatistica descritiva e o teste exato de fisher - software STATISTICA 7.0.

Para andlise estatistica dos dados os pacientes foram divididos em positivos e
negativos para anticorpos anti-Toxoplasma gondii IgG e anti-Toxoplasma gondii IgM. Foi
quantificado o nimero de vezes que um determinado alelo apareceu (n) e a frequéncia
relativa. O valor de p foi calculado pelo Teste Exato de Fisher (P-valor), para os valores de p
abaixo de 0,05, foi calculado o valor de p por meio da corregdo de Bonferroni (Pc-valor).
Quando o valor de p era menor que 0,05, foi calculado o odds ratio (OR) e o Intervalo de
Confianca (IC = 95%).

A anélise dos dados foi realizada utilizando-se os métodos de proporcdes, freqliéncias

simples, teste exato de Fisher e qui-quadrado.

4.4 Aspectos éticos da pesquisa

Os sujeitos foram orientados no que tange aos objetivos da pesquisa, esclarecidos quanto
ao anonimato e sobre duvidas, para posterior assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) em duas vias (Apéndice B). Obedeceu-se e respeitaram-se 0s aspectos
éticos apresentados pela Resolugdo 196 de 10 de outubro de 1996 pelo Conselho Nacional de
Saude do Ministério da Salde que disciplina as pesquisas com Seres Humanos (BRASIL,
2010). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COPEP) da UEM, com o
parecer n° 725/2010 (Anexo A).
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5 RESULTADOS
5.1 ARTIGO 1

SOROPREVALENC[A DE ANTICORPOS ANTI-TOXOPLASMA GONDII EM
PACIENTES EM DIALISE E TRANSPLANTADOS RENAIS
Marina Raduy Botelho'
Waldir Verissimo da Silva Janior?
Miria Ramos®
Edna Maria Vissoci Reiche?
Sueli Donizete Borelli®
RESUMO
A toxoplasmose é considerada uma zoonose de distribuicdo universal, esta apresenta alta
soroprevaléncia mundial alcancando até 90% da populacdo. Pacientes imunodeprimidos
tornam-se suscetiveis a diversas infeccdes. O presente estudo teve como objetivo verificar a
prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e caracterizar a classe de anticorpos dos
pacientes sob tratamento dialitico e transplantados renais. Participaram do estudo 256
pacientes, sendo 203 em diélise e 53 transplantados renais, e como controles, 73 individuos
considerados saudaveis. A coleta de dados ocorreu de janeiro a abril de 2011. O método
utilizado para deteccdo e caracterizacdo de anticorpos foi o ELISA quantitativo (ensaio
imunoenzimético de microparticulas (MEIA-Abbott AXSYM® SYSTEM). Anticorpos Anti-
T.gondii 1gG estiveram presentes em (140) 68,96% dos 203 pacientes em hemodidlise e (34)
64,15% dos 53 transplantados renais. Anticorpos Anti-T.gondii IgM foram detectados em 2
(0,99%) pacientes sob tratamento dialitico. N&o houve diferenca estatisticamente significativa
para a presenca de anticorpos 1gG entre os grupos de pacientes transfundidos (131) e nédo
transfundidos (72). Pacientes em diéalise e transplantados renais apresentaram maior
prevaléncia de anticorpos IgG ao comparar com grupo controle. A prevaléncia de anticorpos
IgM foi a mesma ao comparar individuos em dialise e transplantados renais com o grupo
controle. N& houve diferenga entre individuos transfundidos e ndo transfundidos ao
relacionar com anticorpos IgG e IgM.
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INTRODUCAO

Toxoplasma gondii (T.gondii) é um protozoério intracelular, caracterizado por
parasitar diversos tecidos de mamiferos e aves (BASTIEN, 2002). Geralmente, a infec¢éo por
T. gondii em individuos adultos ou em criangas imunocompetentes apresenta-se de forma
autolimitada e assintoméatica. Quando sintomética, pode apresentar linfadenopatia, mialgia,
sensacdo de fadiga, cefaléia, febre, artralgia e anorexia. Mais raramente, pode ocorrer
exantema generalizado, e na vida adulta, pode apresentar retinocoroidite como consequéncia
de toxoplasmose congénita apresentando-se de forma assintomatica no momento do
nascimento. Em individuos imunocomprometidos distlrbios oculares e neuroldgicos sdo
encontrados com frequéncia provavelmente pela reativacéo, nos diferentes 6rgdos, das formas
latentes dos cistos contendo bradizoitos podendo ocasionar quadros de gravidade variavel,
capazes de provocar a morte (FRENKEL; BERMUDEZ, 2009). O gato, assim como outros
felideos s@o os unicos hospedeiros definitivos do T.gondii (GARCIA; NAVARRO; OGAWA
et al., 1999). O homem € o hospedeiro intermediario e pode se infectar por via oral (DUBEY;
NAVARRO; SREEKUMAR et al., 2004), transplante de orgdos, transfusdo sanguinea,
acidentes laboratoriais (DEROUIN; PELLOUX, 2008) e transmisséo vertical (KAWAZOE,
2005). A infecgdo por via oral acontece através da ingestdo de oocistos, uma forma resistente
as condicbes do meio ambiente, que estd presente em dejetos de felideos. As fezes
contaminadas com oocistos podem contaminar agua, alimentos, solo, areia sendo que a
disseminagdo pode ocorrer através de transportadores como moscas e baratas. A infeccdo
ocorre também pela ingestdo de cistos contendo bradizoitas, forma infectante encontrada em
vérios tecidos geralmente na fase cronica da infeccéo, a partir de vegetais, 4gua e alimentos de
origem animal contaminados, especialmente carne crua ou mal cozida. Outra forma de
infeccdo também se da pela ingestdo de taquizoitas, forma infectante encontrada durante a
fase aguda da infeccéo, em leite contaminado (KAWAZOE, 2005).

Sabe-se que a transmissdo através da agua é importante fonte de contaminagdo
relatada desde o final da década de 70 quando grupos de soldados se infectaram, no canal do
Panama, ao tomar agua do mesmo riacho (BENESON; TAKAFUJI; LEMON et al., 1982). Ha
ainda registros na literatura de outras epidemias, entre elas uma ocorrida na llha Vitoria, na
Columbia Britanica, Canadd (BOWIE; KING; WERKER et al., 1997). O primeiro surto
comprovado no Brasil ocorreu na cidade de Santa Isabel do Ivai — PR, em 2001, onde oocistos
foram liberados pelos filhotes de gatas em um dos reservatorios que abastece a cidade. Neste

episddio dentre os casos de infeccdo, 7 gestantes soroconverteram sendo que 6 tiveram filhos
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infectados, uma apresentou anomalia congénita e uma teve aborto espontaneo. Tal
constatacdo legitimou a wvulnerabilidade dos sistemas de abastecimento de &gua para a
contaminacdo por protozoarios, colocando a vigilancia sanitaria em estado de alerta, uma vez
que esta pode ser um veiculo de disseminagdo da doenga (BRASIL, 2002).

Considerada uma zoonose de distribuicdo universal, esta apresenta alta
soroprevaléncia mundial alcangando até 90% da populagdo (PARSLOW; STITES; TERR et
al., 2003). Assim, nas ultimas décadas, a soroprevaléncia no Brasil tem variado de 50,0 a
83,0%, sendo as areas de maiores concentracdo dos casos nos estados do Para, Rio Grande do
Sul e Rio Grande do Norte e menores em Minas Gerais, Mato Grosso e Bahia aumentando de
acordo com a exposicao a fatores de risco, baixo nivel sociocultural, idade, consumo de agua
nao tratada e habitos alimentares (OREFICE; BAHIA-OLIVEIRA, 2005).

A toxoplasmose apresenta-se de diversas formas no individuo, porém grande parte das
infeccBes primérias sdo assintométicas em individuos imunocompetentes (FRANCISCO;
SOUZA; GENNARI et al., 2006). Entretanto, em pacientes imunodeprimidos, a toxoplasmose
pode se apresentar de forma grave, podendo ocorrer a reativacdo da infeccdo latente podendo
evoluir a 6bito (FERREIRA; BORGES, 2002, WEISS; DUBEY, 2009).

Em pacientes transplantados, a infeccdo pelo T. gondii ocorre quando o receptor
soronegativo recebe um enxerto de um doador soropositivo ou também pela reagudizacéo da
infeccéo pregressa, tornando o receptor mais vulnerével a desenvolver a parasitose (CARMO;
SILVA; XAVIER et al., 2004). A presenca dos cistos do protozoario na vigéncia de
tratamento imunossupressor por longo tempo, embora fundamental para a sobrevivéncia dos
pacientes transplantados, aumenta a probabilidade de infeccdo (FRENKEL; BERMUDEZ,
2009).

O diagnostico laboratorial da toxoplasmose baseia-se na detec¢do de anticorpos de
diferentes classes de imunoglobulinas M e G (IgM-1gG) especificas anti-T. gondii. A
imunoglobulina M (IgM) pode aparecer na primeira ou na segunda semana apo6s a infeccéo e
alcanca seu pico em seis a oito semanas. Posteriormente, ao inicio da infecgdo, pode ocorrer
um declinio na presenga das imunoglobulinas que perdura por quatro a seis meses
(considerada aguda ou recente). Titulos baixos de IgM podem ainda ocorrer por mais 12
meses sendo considerados niveis residuais. A 1gG, por sua vez, é encontrada em baixos niveis
desde o inicio da parasitose e persiste por toda a vida, equivalendo a fase cronica ou latente
da doenca (CANTOS; PRANDO; SIQUEIRA et al., 2000).

Durante o tratamento dialitico, o individuo com IRC frequentemente necessita de

transfusdes sanguineas pelo fato de desenvolver anemias devido (BARRETTI; DELGADO,
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2007) a perda de sangue durante a coleta para exames rotineiros, no sistema de hemodiélise,
procedimentos cirurgicos tornando-se suscetiveis a diversas infeccdes (BALDINI-PERUCA,;
DEFFUNE; SILVA et al., 2010).

Diante desse cendrio, ressalta-se a importancia dos profissionais de enfermagem, que
assistem de perto ao paciente, do inicio ao fim do tratamento, se manterem atualizados, aptos
para promover atendimento e intervencdo com qualidade e seguranga ao paciente renal
cronico, trocar experiéncias com a equipe multiprofissional na qual est4 inserido, além de
planejar novas estratégias de assisténcia a esta populagdo, como também implementar acdes
de que visem a qualidade do cuidado através do ensino e pesquisa.

Considerando que a transmissdo da toxoplasmose pode se dar através de diversas
formas e que a transfusdo sanguinea &€ uma delas, e tendo em vista que é alta a
soroprevaléncia deste parasita, na populagdo mundial incluindo doadores de Orgéos,
propusemos este estudo para verificar a soroprevaléncia de anticorpos anti-T. gondii e

caracterizar a classe de anticorpos (IgM e/ou 1gG) nestes pacientes.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo analitico de carater descritivo exploratorio, desenvolvido com
pacientes em tratamento dialitico e transplantados renais de dois hospitais de médio porte da
cidade de Maringé, Parana.

A pesquisa envolveu 203 pacientes em tratamento dialitico e 53 transplantados renais,
totalizando 256 individuos. Foram incluidos 73 voluntarios saudaveis, doadores de sangue do
Hemocentro Regional de Londrina como grupo controle, todos com os exames de triagem para
doacgdo de sangue ndo reagente, com idade entre 16 e 65 anos. A sorologia para anticorpos anti. T.
gondii 1gG e IgM foi avaliada por ensaio de microparticula por quimioluminescéncia quantitativo
(Avrchitect, Abbott laboratorios).

O periodo da coleta de dados ocorreu de janeiro a margo de 2011. Os pacientes
transplantados foram convidados a participar do estudo por meio das consultas de rotina.

Os critérios de exclusdo da pesquisa foram pacientes menores de 18 anos, 0s que
encontraram dificuldade de compreensdo, instabilidade clinica durante a coleta, além dos que
se recusaram a participar da pesquisa.

Utilizou-se, para a coleta de dados, um questionario socio-demografico (Apéndice A)
para identificar o perfil dos entrevistados. Amostra de 10mL de sangue periférico foi obtida
por puncdo venosa em tubos de coleta a vacuo estéril com anticoagulante EDTA. Apoés a

separagdo o soro foi aliquotado e guardado em freezer -80°C até o momento do uso. Apds
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descongelamento o soro foi centrifugado a 600xg por 10 minutos para eliminacdo de qualquer
fibrina, globulos vermelhos ou outras particulas em suspensdo. Para a deteccdo e
caracterizacdo de anticorpos anti-T.gondii foi utilizado o método ELISA, aplicando-se o
Ensaio Imunoenzimético de Microparticulas (MEIA) quantitativo (Abbott Diagnostics
AXSYM® SYSTEM Toxo IgG e IgM para o T. gondii) no Laboratério de Imunologia Clinica da
Universidade Estadual de Maringé.

Para a interpretacdo dos resultados considerou-se IgG reagente (IgGR) quando os
valores do AXSYM Toxo G foram superiores ou igual a 3 Ul/mL, sendo um indicativo de
infeccdo aguda ou passada ao parasita e 1gG ndo reativo (IgGNR), quando resultados do
AXSYM Toxo G foram inferiores a 2 Ul/mL. Resultados AXSYM Toxo G iguais ou
superiores a 2UI/mL e inferiores a 3UlI/mL foram consideradas duvidosas (grayzone)
podendo conter niveis baixos de IgG, devendo-se obter e testar uma segunda amostra.
Amostras com Valores Index iguais ou superiores a 0,600 sdo consideradas reativas para
anticorpo IgM, amostras com Valores Index inferiores ou iguais a 0,499 séo consideradas ndo
reativas para anticorpo IgM e amostras com Valores Index na faixa de 0,500 a 0,599 séo
consideradas duvidosas (grayzone), sendo necessaria a repeti¢do do ensaio. O protocolo dos
testes e os céalculos dos valores de referéncia foram desenvolvidos segundo recomendagfes do
fabricante (Abbott AXSYM® SYSTEM — Toxo 1gG e Toxo IgM, 2009 e 2006 respectivamente).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados geraram um banco de dados informatizado sendo realizado o teste
exato de Fisher e qui-quadrado utilizando o programa Statistica 7.0 para a andlise dos

resultados.

ASPECTOS ETICOS

Os sujeitos participantes foram orientados quanto aos objetivos da pesquisa,
esclarecidos quanto ao anonimato e as duvidas, para posterior assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) em duas vias (Apéndice B). Obedeceu-se e
respeitaram-se 0s aspectos éticos apresentados pela Resolucdo 196 de 10 de outubro de 1996
pelo Conselho Nacional de Saide do Ministério da Saude que disciplina as pesquisas com
Seres Humanos (BRASIL, 2010). Este estudo foi aprovado pelo do Comité de Etica em
Pesquisa (COPEP) da UEM, com o parecer n°725/2010 (Anexo A).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da média de idade em anos, o DP, a distribuicdo dos individuos de
acordo com a variavel sexo, o tempo de diélise, tempo de pds transplante dos pacientes e do
grupo controle, procedentes de dois hospitais de médio porte da cidade de Maringd, s&o
mostrados na tabela 1.

Tabela 1 — Média de idade em anos, desvio padrdo (DP), distribuicdo dos individuos de acordo com a

varidvel sexo, tempo de dialise, tempo de pos transplante dos pacientes e do grupo controle
procedentes de dois hospitais de médio porte da cidade de Maringa, PR, 01/2011 a 03/2011.

Caracteristicas Pacientes Grupo
Transplantados Dialise Controle
ldade Feminino
+ 43,83 £ 12,27 52,31+ 1537 36,26+11,9

(Media em anos £ DP) 14 lino

. Feminino 21 (39,62%) 74 (36,45%) 36 (49,32%)
Pacientes
Masculino 32 (60,38%) 129 (63,55%) 37 (50,68%)
Tempo de transplante  £omining 89,38 + 50,08 54,12 + 47,41 ;
e Diélise (Média em
meses + DP
Masculino 102,47 + 55,82 46,65 + 44,76 -

Os resultados mostraram que a media de idade dos 203 pacientes sob tratamento dialitico foi de
52,31 anos, sendo 129 (63,55%) do sexo masculino com média de idade de 52,6 anos (DP+15,64)
variando de 18 a 83 anos e 74 (36,45%) do sexo feminino com média de idade de 51,78 anos
(DP+14,98) variando de 18 a 84 anos. Dentre os 53 transplantados renais a idade média foi de
43,83 anos, sendo 32 pertencentes ao sexo masculino com a média de idade de 46,28 anos
(DP+ 12,72) variando de 22 a 69 anos e 21 do sexo feminino com a média de idade de 40,1
anos (DP+ 10,8) com intervalo de 18 a 64 anos.

A idade média encontrada para o grupo controle foi de 36, 26 anos, variando de 16 a
65 anos, sendo 37 (50,68%) do sexo masculino e 36 (49,32%) do sexo feminino.

No presente estudo, encontrou-se em maior proporgdo o sexo masculino tanto nos
pacientes transplantados assim como nos pacientes sob tratamento, e a média de idade

encontrada é similar aos outros estudos ja realizados com pacientes renais cronicos, podendo



43

ser atribuido aos fatores de riscos que sdo mais incidentes nesse sexo (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE TRANSPLANTE DE ORGAOS - ABTO, 2007; CATTAI, ROCHA,
NARDO JUNIOR et al., 2007).

A tabela 2 ilustra a frequéncia de anticorpos anti-T.gondii 1gG nos individuos em

didlise, transplantados renais e no grupo controle.

Tabela 2- Percentagem de anticorpos anti-Toxoplasma gondii 1gG em soros de pacientes dialiticos e
transplantados renais procedentes de 2 hospitais de médio porte da cidade de Maringa, PR, 01/2011 a
03/2011.

Grupo | Porcentagem de Ac. Anti -T.gondii 1gG
Reagente Na&o reagente Grayzone
Controle 31 (42,47%) 40 (54,79%) 2 (2,74%)
Dialise 140 (68,96%) 61 (30,05%) 2 (0,99%)
Transplantados 34 (64,15%) 19 (35,85%) 0 (0,00%)

Verificou-se que a prevaléncia de anticorpos IgG positivo encontrado nos pacientes
em didlise foi de 68,96% sendo significativamente maior ao comparar com o grupo controle
(p=0,000172). Esse resultado pode ser atribuido por esses individuos virem apresentar o
sistema imunoldgico comprometido devido a IRC, o que os torna mais suscetivel a adquirir
infeccBes (YAZAR; DEMIRTAS; YALCIN et al., 2003). Porém ao comparar a positividade
para anticorpos 1gG dos individuos em dialise com os transplantados, observou-se que ndo
houve diferenca significativa (p=6,9).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa para o sexo nesses individuos em
tratamento ao comparar com a positividade para anticorpos 1gG, encontrando-se 68,99% para
0 sexo masculino e 68,92% para o sexo feminino (p>0,05). Esse indice encontrado de
soropositividade de toxoplasmose em pacientes em dialise se aproximou de outro estudo
realizado com 255 pacientes em hemodidlise que descreve a soropositividade de 76,5%
(OCAK; DURAN; ESKIOCAK et al., 2005), sendo superior ao encontrado no estudo
realizado (YAZAR; DEMIRTAS; YALCIN et al.,, 2003) que descreve a positividade em
56,06% entre os 173 individuos sob tratamento dialitico e inferior ao encontrado por
(CARMO; SILVA; XAVIER et al., 2004) com individuos submetidos a terapia e candidatos
a transplante renal, em que a porcentagem foi de 82,93% para 68 pacientes estudados.

Assim como nos pacientes em tratamento, os individuos transplantados também
apresentaram em maior proporgao anticorpos anti-T.gondii 1gG encontrando-se 64,15% ao

comparar com o grupo controle (p=0,0266). Estudos realizados corroboram com o encontrado
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(GHARAVI; JALALI; KHADEMVATAN et al., 2011, NISSAPATORN; LEONG, LEE et
al., 2011). Vale ressaltar a importancia de um acompanhamento apds o transplante através de
testes soroldgicos, pois o desequilibrio do sistema imunoldgico causado pelas drogas
imunossupressoras pode levar a reativacdo da infeccdo através da ruptura dos cistos
ocasionando um grave quadro de toxoplasmose (CARVALHO; SOARES, 2008). Embora
sejam poucos os relatos encontrados na literatura de infecgdo pelo T.gondii apds o transplante
renal, ainda € alto o risco de mortalidade devido a esta infeccdo (MARTINA; CERVERA;
ESFORZADO et al., 2011).

Foi analisado também o tempo médio de tratamento dialitico, encontrando-se 49,37 (0
a 252) meses para ambos 0s sexos, corroborando com outro estudo realizado com individuos
em tratamento dialitico encontrando-se 47,4 (3 a 191) meses (SANTOS, 2005).

Este estudo buscou investigar também a relagdo entre o tempo de tratamento de diélise
com a soropositividade para anticorpos anti-T.gondii 19gG. Dos 140 pacientes com resultado
positivo para anticorpos 1gG foi encontrada a média de 50,0 meses de tratamento (DP+44,25)
e dos 61 pacientes com resultado negativo, a média foi de 49,00 (DP+49,70). Atraves do teste
t para amostras independentes obtivemos p-valor igual a 0,8850 (p>0,05), sendo o tempo
medio de didlise 0 mesmo nos dois grupos. Esse resultado difere com um estudo realizado
com 173 pacientes com IRC sob tratamento dialitico, em Kayseri-Turquia, que foi observado
um aumento da soropositividade com o tempo do tratamento de didlise (YAZAR,;
DEMIRTAS; YALCIN et al., 2003).

A tabela 3 revela a frequéncia de anticorpos anti.T.gondii IgM nos pacientes em
dilise, transplantados e grupo controle.

Tabela 3. Percentagem de anticorpos anti-Toxoplasma gondii IgM em soros de pacientes dialiticos e
transplantados renais procedentes de 2 hospitais de médio porte da cidade de Maringa, PR, 01/2011 a
03/2011.

Grupo | Porcentagem Ac. Anti. T.gondii IgM
Reagente N&o Reagente Grayzone

Controle 2 (2,74%) 71 (97,26%) 0 (0,00%)

Didlise 2 (0,99%) 201 (99,01%) 0 (0,00%)

Transplantados 0 (0,00%) 53 (100%) 0 (0,00%)

Ao analisar a frequéncia para anticorpos IgM verificou-se que 0,99% (2) dos pacientes
do sexo masculino sob tratamento dialitico apresentou positividade para anticorpos IgM sendo
proporcionalmente igual ao grupo controle onde foi encontrado 2,74% (2) (p>0,05). Ao

encontrar anticorpos IgM nesses pacientes pode-se pensar em infecgdo recente independente
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da existéncia ou ndo de anticorpos IgG, porém a presenca de anticorpo IgM ndo
necessariamente significa uma infeccéo ativa, podendo apenas significar um contagio recente,
pela possibilidade de encontrar anticorpos IgM por muitos meses (CANTOS; PRANDO;
SIQUEIRA, 2000). Em um estudo realizado em Kayseri (Turquia), encontrou-se prevaléncia
de 56,06% de anticorpos IgG (97/173) e a detecgdo de IgM em 1,73% (3 casos) em pacientes
submetidos a hemodidlise (YAZAR; DEMIRTAS; YALCIN et al., 2003) corroborando com o
encontrado no estudo em questdo. Ao relacionar os individuos positivos para anticorpos IgM
sob tratamento com os transplantados renais, observou-se que ndo houve diferenga
estatisticamente significativa (p=1,0000).

Individuos ndo imunes & toxoplasmose e receptores de um enxerto de um doador
portador, tornam-se vulneraveis a adquirir toxoplasmose grave, devido a reativacdo de quistos
presentes no orgdo transplantado. Tal fato pode vir a ocorrer pelos quistos estarem na origem
das formas poliviscerais da doenca que surgem semanas apds o transplante e associado a
imunossupressdo normalmente utilizada. Porém, ao analisar a frequéncia de positividade para
anticorpos IgM, ndo foi encontrado em nenhum individuo transplantado, podendo a principio
caracterizar a auséncia de toxoplasmose aguda nesses individuos, encontrando-se apenas no
grupo controle. Pode-se atribuir a auséncia de anticorpos IgM nos pacientes transplantados
pelo tempo médio que foi realizado o transplante, em que os elevados indices de IgM séo
encontrados com maior frequéncia no inicio da infeccdo. O tempo médio de transplante para
ambos os sexos foi de 97,28 meses variando de 25 a 224 (DP £ 53,52) meses. O tempo medio
de transplante renal para o sexo masculino foi de 102,47 meses (DP % 55,82) e 89,38 meses
para o sexo feminino (DP £ 50,08). Através do teste t o tempo médio do enxerto em ambos 0s
sexos é 0 mesmo (p>0,01).

Em contrapartida, encontrou-se em um estudo realizado com receptores de 6rgados
solidos, 52 casos confirmados de toxoplasmose em que 86% desenvolveram a doenga no
periodo de 90 dias ap6s o transplante, sendo que destes pacientes, 42% tiveram infeccéo
priméria, 21% tinham reativacdo ou reinfeccdo, e 37% ndo pOde ser determinado
(CAMPBELL; GOLDBERG; MAGID et al., 2006).

Desde meados dos anos 70, depois de provar que a parasita pode vir a sobreviver em
sangue refrigerado, tem sido constante a inquietagdo da transmissdo do T.gondii através das
transfusdes sanguineas (AMORIM, 2008). No Brasil, a portaria 1376/93, reforcada pela
resolucdo 343 MS/2001, determina nos servi¢cos de hemoterapia a realizagdo de testes de
triagem soroldgica para HIV1 e HIV2, HTLVI e HTLVII, HCV, HBV, Trypanosoma cruzi,

Treponema pallidum, Plasmodium em éareas endémicas de malaria e Citomegalovirus (CMV)
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para pacientes imunodeprimidos, ndo sendo realizado para toxoplasmose. Quanto aos
receptores, é determinado a realizacdo de testes imuno-hematoldgicos (ABO/Rh), pesquisa de
anticorpos irregulares (PAIl) e testes de compatibilidade (Prova Cruzada) (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA, 2003).

Neste estudo também buscou investigar a relacdo da transfusdo sanguinea realizada

pelos pacientes em diélise com a soropositividade para anticorpos anti-T.gondii na tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia de pacientes com anticorpos 1gG anti. T.gondii de acordo com a transfusédo
sanguinea. Maringa, PR, 01/2011 a 03/2011.

Transfuséo | Reagente | N&o Reagentel Grayzone
Resultado Toxo G

Sim 90 (68,70%) 40 (30,53%) 1 (0,76%)

Nao 50 (69,44%) 21 (29,17%) 1 (1,39%)
Resultado Toxo M

Sim 2 (1,53%) 129 (98,47%) 0 (0,00%)

Nao 0 (0,00%) 72 (100,00%) 0 (0,00%)

Ao analisar a frequéncia de pacientes submetidos ao procedimento, encontrou-se que
mais da metade dos pacientes 64,53% (131) foram transfundidos, e 0 nimero de transfusdes
realizadas variou de 1 a 26, com a média de 3,57. A propor¢éo desses individuos que foram
transfundidos do sexo masculino 60,47% é a mesma do sexo feminino 71,62% comprovado
através do teste qui-quadrado de homogeneidade (p>0,05).

A partir dessa analise, a0 comparar a soropositividade para anticorpos IgG com o0s
individuos transfundidos (68,70%) e os ndo transfundidos (69,44%) encontrou-se a mesma
proporcdo através do teste Exato de Fisher (p>0,05). No entanto, estudos realizados em
Recife com 160 doadores de sangue mostrou a prevaléncia de 75% de anticorpos 1gG contra
T.gondii (COELHO; KOBAYASHI; CARVALHO, 2003). NGmeros apresentados por (VAZ;
GUIMARAES; BONANATO et al., 2008) ndo diferem dos resultados encontrados em
doadores de sangue de outras regides do pais. Ao comparar a propor¢do dos pacientes que
realizaram transfusdo e tiveram resultados para anticorpos IgM negativo com os pacientes que
ndo realizaram, observou-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05).

Com o objetivo de reduzir a transmisséo de doencas por meio da transfuséo, medidas
como a captagdo e selecdo mais criteriosa de doadores podem ser tomadas, porém nao isenta
0s receptores de riscos. Embora as acOes hemoterapicas visem garantir a transfusdo com

seguranga para seus receptores, pouco se conhece dos individuos que necessitam de sangue,
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principalmente  aqueles que necessitam serem transfundidos com frequéncia
(CARRAZZONE; BRITO; GOMES, 2004).

Atualmente ndo h4 no Brasil como também em outros paises, uma legislacdo que
estabeleca um protocolo de diagnostico para toxoplasmose, ndo existindo obrigatoriedade
para realizacdo de testes de triagem soroldgica nos bancos de sangue para essa doenga (VAZ;
GUIMARAES; BONANATO et al., 2008). Porém estudos que busquem estabelecer com
exatiddo os riscos e chances de transmisséo da toxoplasmose sdo de extrema importancia para
determinar medidas que visam a diminuir o risco da toxoplasmose transfusional (AMORIM,
2008).

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a prevaléncia de anticorpos antitoxoplasma da
classe 19G encontrados tanto nos individuos imunodeprimidos como no grupo controle € alta
e condiz com a prevaléncia média encontrada na literatura.

O percentual de anticorpos anti-toxoplasma da classe 1gM foi baixo no grupo controle
e nos pacientes em dialise e ausente no grupo de individuos transplantados. N&o houve
diferenca estatisticamente significativa para presenga de anticorpos IgM ao comparar 0s
pacientes em dialise com o grupo controle.

Encontrou-se que o sexo masculino teve destaque entre os pacientes que estavam sob
tratamento dialitico, porém ndo houve prevaléncia para a positividade de anticorpos anti-
T.gondii ao comparar com o sexo. N& houve diferenga significante ao comparar a idade
media entre o sexo masculino e feminino.

Ao comparar a soropositividade para com o tempo de didlise, pode-se observar que
ndo apresentou diferenca significativa.

Verificou-se que grande parte dos pacientes em diélise foram submetidos a tranfusdes
sanguineas, porém nao houve relacdo entre o procedimento com a soropositividade.

A pesquisa sobre a prevaléncia de soropositividade torna-se importante por ser um
indicativo de exposicdo da populacdo a fatores decisivos para a doenga. A soropositividade
encontrada para toxoplasmose nos individuos em hemodialise e transplantados renais sugere
um acompanhamento para investigar possiveis reativacdes nos casos de anticorpos 1gG a fim
de prevenir o desenvolvimento da toxoplasmose. Paralelamente, medidas preventivas devem
ser tomadas para a reeducagdo da transmissdo da toxoplasmose a fim reduzir os riscos de

contaminagdo em pacientes imunodeprimidos.
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RESUMO

Grande parte das infeccbes primérias por T. gondii sdo assintomaticas em decorréncia de
efetividade do sistema imunoldgico. Individuos imunocomprometidos tem sido alvo frequente
de infecgBes oportunistas em que o quadro clinico é considerado grave com elevados indices
de morbidade e mortalidade. A infeccdo esta diretamente ligada & imunidade do individuo e o
Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) esta envolvido nessa fungéo. Diferentes
especificidades do CPH podem ser mais frequentes em individuos com determinadas doencas.
O presente estudo teve como objetivo investigar a frequéncia das especificidades HLA classe
I (HLA-A e HLA-B) e classe 1l (HLA-DRBL1) e realizar um estudo comparativo da frequéncia
de anticorpos anti-T.gondii com a frequéncia das especificidadess HLA no soro de pacientes
em diélise e transplantados renais. Participaram do estudo 256 pacientes, sendo 203 em diélise
e 53 transplantados renais, e como controles, 73 individuos considerados saudaveis. A coleta
de dados ocorreu de janeiro a abril de 2011. O método utilizado para deteccdo e
caracterizacdo de anticorpos foi o ELISA quantitativo (ensaio imunoenzimético de
microparticulas (MEIA-Abbott AXSYM® SYSTEM) e todos os pacientes foram tipados para as
moléculas HLA, classe | (A, B) e classe 1l (DRB1). Em relacdo as moléculas HLA classe |
(HLA-A e HLA-B), ndo foram detectados alelos envolvidos na suscetibilidade e/ou protegéo
para toxoplasmose tanto no grupo dos pacientes em dialise como no grupo dos pacientes
transplantados renais. J& no tocante a freqiiéncia das moléculas HLA classe 1l encontrou-se

maior frequéncia dos alelos DRB1*17 e DRB1*07 tanto no grupo dos pacientes em diélise
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como nos pacientes transplantados respectivamente sugerindo estar relacionado com um
marcador genético de suscetibilidade para toxoplasmose. Esse estudo sugere a participacéo
das especificidades HLA classe | e classe Il na resisténcia e suscetibilidade para
toxoplasmose, porém novos estudos devem ser realizados para mais levantamentos e

confirmacdo desses resultados.

Palavras-chave: Toxoplasmose. Antigenos HLA. Insuficiéncia renal crénica

INTRODUCAO

A toxoplasmose é causada pelo Toxoplasma gondii (T.gondii), um parasito intracelular
obrigatorio pertencente ao filo Apicomplexa e & classe Sporozoa de ampla distribuicdo
mundial infectando até um terco da populacéo e grande diversidade de outras espécies, tais
como mamiferos e aves (SUKTHANA, 2005).

Devido a sua versatibilidade o T.gondii pode ser infectante em qualquer dos seus
estagios evolutivos: os taquizoitos, encontrados na fase aguda da doenga em sangue e
secre¢Bes de animais, os bradizoitos encontrados nos tecidos podendo causar infecgdo cronica
ou latente e os oocistos, encontrados exclusivamente no intestino de gatos e outros felideos,
considerado hospedeiro definitivo do parasito e responsaveis pela contaminagdo do ambiente
(BIANCHI, 2005).

A transmissdo da doenca pode ser por diferentes meios: através da ingestéo de carne
crua ou mal passada contaminada com cistos teciduais, ingestdo de oocistos presentes no
ambiente pelo contato direto com gato ou com suas fezes atraves de 4gua contaminada, frutas
e verduras mal lavadas determinando a forma adquirida de transmissdo e também através da
via placentéria, determinando a toxoplasmose congénita. A transmissdo também pode ocorrer
por transfusdes sanguineas ou transplante de 6rgéos (SAO PAULO, 2009).

Diversas sdo as formas da apresentacdo desta parasitose, porém grande parte das
infeccBes primérias por T. gondii sdo assintomaticas em decorréncia de efetividade do sistema
imunolégico. Individuos imunocomprometidos, como pacientes em dialise e transplantados,
tem sido alvo frequente de infec¢Bes oportunistas em que o quadro clinico é considerado
grave com elevados indices de morbidade e mortalidade (REMINGTON; DESMONTS,
1995). Esses individuos possuem maior probabilidade de desenvolverem uma infeccéo devido
a sua condicdo clinica comprometida. Nesse sentido, faz-se necessério que a equipe envolvida

apresente um cuidado redobrado durante 0 manejo desse paciente, a fim de minimizar o risco
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de possiveis infeccBes aprofundando-se o conhecimento da patologia e no tratamento, e
garantindo assim seguranca e maiores subsidios durante o cuidado® (MEIRELES; GOES;
DIAS, 2004).

A infecco esté diretamente ligada a imunidade do individuo e o Complexo Principal
de Histocompatibilidade (CPH) que consiste em um conjunto de genes localizados no brago
curto do cromossomo 6 humano, esta envolvido nessa fun¢do. O CPH humano esta dividido
em trés regibes: regibes de classe | (HLA-A, -B e -C) que codificam moléculas de
histocompatibilidade presentes em quase todas as células sométicas do corpo humano, Il
(HLA-DR, -DQ e -DP) que codificam as moléculas classicas de histocompatibilidade,
expressas em celulas imunes apresentadoras de antigenos, os genes da classe Il ndo
expressam moléculas de histocompatibilidade, mas participam da resposta imune. Tais
moléculas nos seres humanos sdo chamadas de Antigenos Leucocitarios Humanos, ou sistema
HLA, do inglés Human Leucocyte Antigen (ABBAS; LICHTMANN; PILLAI, 2008).

Os genes do HLA sdo os mais polimoérficos de todos os genes dos mamiferos e a
existéncia de centenas de alelos em todos os locos permite existir uma vasta variabilidade
genotipica. Por estar envolvido com a compatibilidade entre o doador e o receptor de 6rgéos e
apresentacdo de antigenos aos linfécitos T, faz com que ele desempenhe papel de grande
importancia na patogenia de vérias doengas (FERNANDES; MACIEL; FOSS et al., 2003).
Essa associacdo é atribuida principalmente pelas moléculas HLA serem responsaveis na
apresentacdo do peptideo na resposta imune permitindo a busca de marcadores especificos
que conferem suscetibilidade ou resisténcia a doengas (CAOLLAT-ZUCMAN, 2008).

Diversos estudos foram realizados com o intuito de detectar associacdo entre
patologias e moléculas HLA. Entre os encontrados estdo, por exemplo, doengas enddcrinas
auto-imunes (NAHAS; DEGHAIDE; DONADI et al., 2000; ALVES; MEYERB; VIEIRA et
al., 2005), gastrointestinais (ALVES; VIEIRA; TORALLES et al., 2006), dermatoldgicas
(ARNET, 1985; BIRAL; MAGALHAES; WASTOWSKI et al., 2006, BELAZARIAN,
2008), psiquiatricas (GAUGHRAN, 2002; NUNES; BORELL; MATSUO et al., 2005),
oftalmoldgicas (ALVES; MEYER; TORALLES et al., 2006), patologias auditivas (YEO;
CHANG; SUH et al., 2000; AMOR-DORADO; PACO; MARTIN et al., 2005), tuberculose
(JOHN; MURUGESAN; JEYASSELAN et al., 1995, HARFOUCH-HAMMOUD; DAHER,
2008), e renais (CRISPIN; MENDES-JUNIOR; WASTOWSKI et al., 2008).

Os estudos populacionais podem também contribuir para o entendimento da
associagdo entre os antigenos de histocompatibilidade e as doencas, desenvolvendo
importantes informagdes epidemioldgicas (DONADI; SILVA; SANTOS, 2000).
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Uma vez que a toxoplasmose € uma doenca que atinge cerca de um terco da populacéo
mundial (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004) consideramos importante, como um estudo
preliminar, avaliar o envolvimento de fatores genéticos nesta infeccdo em uma populacdo
considerada dependente de hemoderivados e de 6rgéos.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi realizar um estudo de associagao entre
moléculas HLA classe | (HLA-A e HLA-B) e classe Il (HLA-DRB1) e anticorpos anti-

T.gondii em pacientes em didlise e transplantados renais.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo exploratério, de carater correlacional realizado com
203 pacientes em didlise e 53 transplantados renais, totalizando 256 individuos atendidos no
setor de Hemodialise do Hospital Santa Casa de Misericordia e Clinica do Rim, ambos
situados na cidade de Maringa, Parana, Brasil.

Todos os pacientes foram tipificados com relagdo as moléculas HLA classe | (A, B) e
classe Il (DRB1), e avaliados quanto a soropositividade para anticorpos anti-T.gondii 1gG e
IgM. A coleta do material bioldgico dos pacientes em diélise ocorreu no periodo de janeiro a
marco de 2011. Os pacientes transplantados foram convidados a participar do estudo por meio
das consultas de rotina. Os critérios de excluséo da pesquisa foram pacientes menores de 18
anos, os que encontraram dificuldade de compreenséo, instabilidade clinica durante a coleta,
além dos que se recusaram a participar da pesquisa.

O material bioldgico foi coletado foi a partir de uma amostra de 10mL de sangue
periférico por pungdo venosa, em tubos de coleta & vacuo estéril com anticoagulante EDTA.
Apbs a separacdo do soro, o material foi aliquotado e guardado em freezer -80°C até o
momento do uso. Apds os descongelamento, o material foi centrifugado a 10.000 rpm por 10
minutos para eliminacdo de qualquer fibrina, glébulos vermelhos ou outras particulas em
suspensao.

A deteccdo e caracterizagcdo de anticorpos anti-T.gondii bem como estudo do
polimorfismo genético das moléculas HLA foram realizados no Laboratorio de

Imunogenética da Universidade Estadual de Maringd (UEM).

Deteccéo e Caracterizacdo de anticorpos
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Para a detecgdo e caracterizagdo de anticorpos anti-T.gondii foi utilizado o método
ELISA, aplicando-se o Ensaio Imunoenzimatico de Microparticulas (MEIA) quantitativo
(Abbott Diagnostics AXSYM® SYSTEM Toxo IgG e IgM para o T. gondii).

Para a interpretacdo dos resultados considerou-se IgG reagente (IgGR) quando os
valores do AXSYM Toxo G foram superiores ou igual a 3 Ul/mL, sendo um indicativo de
infeccdo aguda ou passada ao parasita e 1gG ndo reativo (IgGNR), quando resultados do
AXSYM Toxo G foram inferiores a 2 Ul/mL. Resultados AXSYM Toxo G iguais ou
superiores a 2UI/mL e inferiores a 3UlI/mL foram consideradas duvidosas (grayzone)
podendo conter niveis baixos de IgG, devendo-se obter e testar uma segunda amostra.
Amostras com Valores Index iguais ou superiores a 0,600 sdo consideradas reativas para
anticorpo IgM, amostras com Valores Index inferiores ou iguais a 0,499 séo consideradas ndo
reativas para anticorpo IgM e amostras com Valores Index na faixa de 0,500 a 0,599 séo
consideradas duvidosas (grayzone), sendo necessaria a repeticdo do ensaio. O protocolo dos
testes e os céalculos dos valores de referéncia foram desenvolvidos segundo recomendacfes do
fabricante (Abbott AXSYM® SYSTEM — Toxo 1gG e Toxo IgM, 2009 e 2006 respectivamente).

Extracdo de DNA

Foi realizada a extracdo de DNA a partir de amostras contendo 10 mL de sangue
periférico, os quais foram coletados por pungdo venosa com tubos de vicuo e anticoagulante
EDTA e centrifugada a 2500 rpm, durante 10 minutos, a fim de se obter a camada
leucocitaria. O DNA foi extraido a partir desta camada desta camada utilizando-se o reagente

EZ-DNA, seguindo as instrugdes do fabricante (Biological Industries, Kibbutz Beit, Haemek).

Tipagem HLA

Para a tipificagdo HLA classe | (HLA-A e -B) e classe 1l (HLA-DRB1) foi utilizado o
kit LABType® SSO One Lambda aliado a tecnologia Luminex. Esse método de PCR utiliza
primers biotinilados. O material amplificado passa por um processo de desnaturagdo e
posterior hibridizagdo com sondas ligadas a microesferas (beads) que fazem parte do sistema
multianalitico Luminex. Cada bead é marcada com uma determinada fluorescéncia e possui
uma sonda de oligonucleotideo correspondente a um alelo HLA, ou a um grupo de alelos
HLA. Apos a etapa de hibridizacdo as sondas que hibridizaram com o DNA s&o marcadas

com uma solucdo SAPE (estreptavidina conjugada com ficoeritrina). O citdmetro de fluxo
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LABScan® 100 é capaz de reconhecer a fluorescéncia da bead e da SAPE ligada & sonda. Os
dados gerados pelo aparelho foram analisados no software HLA Fusion para a determinagéo
da tipagem HLA.

Todos os pacientes foram tipificados com relagdo as moléculas HLA classe | (A, B) e
classe Il (DRBL1).

TRATAMENTO ESTATISTICO

Para andlise estatistica dos dados os pacientes foram divididos em positivos e
negativos para anticorpos anti-Toxoplasma gondii IgG e anti-Toxoplasma gondii IgM. Foi
quantificado o nimero de vezes que uma determinada especificidade HLA apareceu (n) e a
frequéncia relativa. O valor de p foi calculado pelo Teste Exato de Fisher (P-valor), para os
valores de p abaixo de 0,05, foi calculado o valor de p por meio da corre¢éo de Bonferroni
(Pc-valor). Quando o valor de p era menor que 0,05, foi calculado o odds ratio (OR) e 0
Intervalo de Confianca (IC = 95%).

ASPECTOS ETICOS

Os sujeitos foram orientados no que tange aos objetivos da pesquisa, esclarecidos
quanto ao anonimato e sobre dlvidas, para posterior assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) em duas vias (Apéndice B). Obedeceu-se e respeitaram-se 0S
aspectos éticos apresentados pela Resolugdo 196 de 10 de outubro de 1996 pelo Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Saude que disciplina as pesquisas com Seres Humanos
(BRASIL, 2010). Este estudo foi aprovado pelo do Comité de Etica em Pesquisa (COPEP) da
UEM, com o parecer n°725/2010 (Anexo A).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As regibes de cadeia alfa e beta sdo os locais de maior polimorfismo dos genes do
MHC, refletindo a diversidade da resposta imunoldgica contra patdgenos infecciosos.
InteragBes com o meio ambiente e fatores genéticos do individuo, faz com que aumente a
suscetibilidade a muitas infeccfes e doengas humanas. A diversidade alélica pode ser

consequéncia da interagdo com genes patogénicos, ja que as moléculas de MHC
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desempenham um importante papel na inducdo de respostas imunes (BORGHANS;
BELTMAN; BOER, 2004; SOMMER, 2005).

A amostragem de pacientes sob tratamento dialitico, constituida por 203 pacientes, encontrou-se
assim distribuida: 63,55% (129) do sexo masculino e 36,45% (74) do sexo feminino. A média de idade
dos pacientes do sexo masculino foi de 52,6 anos (DP+ 15,64 anos) variando de 18 anos a 83 anos e
51,78 anos (DP+14,98) com intervalo de 18 a 84 anos (p>0,05) para o sexo feminino.

Dentre os 203 pacientes, 68,96% (140) apresentaram anticorpos anti-T.gondii 1gG,
entre eles 68,99% (89) eram do sexo masculino e 68,92% (51) do sexo feminino. Para os
anticorpos anti-T.gondii IgM, apenas 0,99% (2) foram positivos, sendo estes do sexo
masculino. N&o apresentaram soropositividade 61(30,05%) pacientes sob tratamento.

Ao analisar a frequéncia das especificidades classe I, (HLA-A e HLA-B) e classe 1l
(DRB1) nos pacientes sob tratamento dialitico com o estado de ser soropositivo ou ndo para
toxoplasmose, observou-se que a especificidade HLA-A*02 foi a mais frequente para IgG nos
dois grupos, positivos (66) e negativos (30). Com relagdo as especificidades do loco B,
observou-se que a especificidade B*51 foi a mais frequente, aparecendo 36 vezes nos
pacientes positivos e 13 vezes nos negativos. De acordo com a andlise estatistica nenhuma
especificidade HLA classe | apresentou-se significativa para a protegdo e/ou suscetibilidade
para toxoplasmose (Anexo B).

Em relagdo as moléculas de classe Il nos pacientes em diélise a especificidade
DRB1*11 foi mais frequente no grupo de pacientes soropositivos (39 vezes) comparado ao
grupo de pacientes soronegativos (19 vezes), porém, estatisticamente, a diferenca ndo foi
significativa. J& em relagdo a especificidade DRB1*17, houve diferenga estatisticamente
significativa sendo esta mais frequente no grupo de pacientes soropositivos (15 vezes)
comparado ao grupo de pacientes soronegativos (1 vez) com p<0,05 (p=0,0476) sugerindo

uma probabilidade de suscetibilidade para toxoplasmose, conforme demonstrado na tabela 1.
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Tabela 1- Frequéncia alélica HLA-DRB1 no grupo dos pacientes em dialise soropositivos e
soronegativos para anticorpos anti-T.gondii 1gG
Reagente [ N&o reagente

Especificidade

n= 140 n=61
HLA-DRB1 N N P- pC- OR (1C95%)
valor  valor
03 18 7 1,0000 1,0000 -
04 35 20 0,3435 11,0000 -
07 29 13 1,0000 1,0000 -
08 18 10 0,5271 11,0000 -
09 3 4 0,2064 1,0000 -
10 8 2 0,7299 11,0000 -
11 39 19 0,6469 1,0000 -
12 2 0 1,0000 1,0000 -
13 31 16 0,613 1,0000 -
14 12 8 0,3289 11,0000 -
15 28 9 0,4579 11,0000 -
16 11 4 1,0000 1,0000 -
6,83 (1,03;
17 15 1 0,0476 0,7616 290(,33)
18 5 2 1,0000 1,0000 -

51 1 0 1,0000 1,0000 -
n = ndmero de vezes que o alelo apareceu; Fa = Frequéncia alélica; P-valor = calculado pelo Teste
Exato de Fisher; Pc-valor = valor de p corrigido para correcdo de Bonferroni; OR = odds ratio; IC
(95%) = Intervalo com 95% de confianga; ns = ndo significante (p>0,05).

Ao analisar a frequéncia das especificidades HLA com a presenca de anticorpos anti-
T.gondii IgM, no grupo de pacientes em diélise, ndo foi observado nenhuma especificidade
que pudesse estar envolvida na protegdo e/ou suscetibilidade para toxoplasmose.

No grupo de pacientes transplantados, 53 pacientes foram avaliados sendo 60,38%
(32) do sexo masculino e 39,62% (21) do sexo feminino. A idade média para o sexo
masculino foi de 46,28 anos (DP+ 12,72) variando de 22 a 69 anos e para 0 sexo feminino foi
de 40,1 anos (DP+ 10,8) com intervalo de 18 a 64 anos. Apresentaram anticorpos anti-
T.gondii 19G 65,63% (21) pacientes sendo esses do sexo masculino e 61,90% (13) do sexo
feminino.

Ao analisar a frequéncia das especificidades classe | nos pacientes transplantados e o
estado de ser IgG soropositivo ou soronegativo para toxoplasmose, observou-se que a
especificidade A*02 esteve mais frequente no grupo de pacientes soropositivos (20 vezes)
quando comparado ao grupo de pacientes soronegativos (11 vezes), porém ndo houve
diferenca estatisticamente significativa quanto a protecdo e/ou suscetibilidade para

toxoplasmose.
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Quanto as moléculas classe Il, a especificidade DRB1*11 foi a mais frequente nos
dois grupos, aparecendo 13 vezes nos pacientes soropositivos e 6 vezes nos pacientes
soronegativos, porém ndo houve diferenga estatisticamente significativa. J4 a especificidade
DRB1*07 pode estar envolvida na suscetibilidade para toxoplasmose uma vez que esta
especificidade foi mais frequente no grupo de pacientes soropositivos (11 vezes) comparado

ao grupo de pacientes soronegativos (nenhuma vez), p<0,05 (P=0,0069) conforme tabela 2.

Tabela 2 - Frequéncia alélica HLA-DRB1 no grupo dos pacientes transplantados
SOropositivos e soronegativos para anticorpos anti-T.gondii IgG
Reagente | N&o reagente

Especificidade

n=33 n=19
HLA-DRB1 n N p- pC-valor OR (1C95%)
valor

01 3 1 1,0000 1,0000 -
03 7 5 0,7520 11,0000 -
04 7 7 0,2476 1,0000 -
07 11 0 0,0069 0,1104 -
08 2 0,6166 1,0000 -
09 2 2 0,6166 1,0000 -
10 1 0 1,0000 1,0000 -
11 13 6 0,7944 1,0000 -
12 2 1 1,0000 1,0000 -
13 4 4 0,4533 1,0000 -
14 5 0 0,1573 11,0000 -
15 4 6 0,1622 1,0000 -
16 4 2 1,0000 1,0000

17 2 1 1,0000 1,0000 -
18 0 1 0,3585 11,0000 -

52 1 0 1,0000 1,0000 -

n = ndmero de vezes que o alelo apareceu; Fa = Frequéncia alélica; P-valor = calculado pelo Teste
Exato de Fisher; Pc-valor = valor de p corrigido para correcdo de Bonferroni; OR = odds ratio; IC
(95%) = Intervalo com 95% de confianga; ns = ndo significante (p>0,05).

No grupo de pacientes transplantados também néo foram encontradas especificidades
que pudessem sugerir suscetibilidade e/ou protegéo para infeccdo aguda (IgM).

Os resultados encontrados sugerem que a especificidade DRB1*07 pode estar
envolvida na suscetibilidade para toxoplasmose. Tal informag&o pode contribuir para que os
medicos e toda a equipe de enfermagem possam direcionar seus cuidados, pois se sabe que a
prevencdo é fator fundamental para interromper ou desacelerar a progressdo da toxoplasmose.

Em individuos imunocomprometidos as infec¢bes oportunistas tornam-se mais

frequentes e ao realizar o levantamento bibliogréfico, observou-se que individuos com AIDS
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apresentaram encefalite causada por T.gondii, e os genes HLA-DQ*01 e HLA-DQ*03
parecem estar relacionados com marcador para suscetibilidade genética para o
desenvolvimento da doenca (SUZUKI; WONG; GRUMET et al., 1996). Também em outro
estudo realizado com pacientes HIV positivos e com neurotoxoplasmose verificou-se que 0s
genes HLA-DQ* 0402 e DRB1*08 poderiam estar relacionados com a suscetibilidade para
encefalite por toxoplasmose (SORRENTINO; LOPEZ; MOTTA et al, 2005). Essas
especificidades tém um papel essencial na determinagdo da natureza da resposta imune contra
o T.gondii como também uma evidéncia da regulacdo genética para a suscetibilidade desses
pacientes sofrerem tais desordens neuroldgicas. Em um estudo realizado com 87 pacientes em
dialise em Minas Gerais para se obter a frequéncia dos gendtipos HLA-A,- B* e DRB1* e
associagdo com o risco de doenca renal terminal, uma das especificidades encontradas com
maior frequéncia foi a DRB1*07 com 14,67%, corroborando com esse estudo (BONILHA,
2008).

A toxoplasmose congénita por ser uma das formas mais grave da doenga, tem sido
estudada por diversos pesquisadores. Encontrou-se uma possivel associagéo do envolvimento
ocular com a presenca do antigeno HLA-Bw*62 em mées de pacientes que sofrem com
toxoplasmose ocular, sendo essa a principal consequéncia da doenca (MEENKEN;
ROTHOVA; WAAL et al., 1995). E outra associagdo com a mesma forma da doenga foi
encontrada em recém-nascidos infectados com hidrocefalia maior prevaléncia da
especificidade HLA-DQ*03 ao comparar com criangas infectadas sem hidrocefalia (MACK;
JOHNSON; ROBERTS et al.,1999).

Pode-se observar ao realizar o levantamento bibliogréafico para esse estudo que s&o
poucos os trabalhos de associagcdo HLA com toxoplasmose em pacientes renais, encontrando-
se com maior frequéncia estudos de associacdo da toxoplasmose em gestantes e recém

nascidos.

CONCLUSAO

Em relagdo as moléculas HLA classe | (HLA-A e HLA-B), ndo foram detectados
alelos envolvidos na suscetibilidade e/ou protecdo para toxoplasmose tanto no grupo de
pacientes em dialise como no grupo de pacientes transplantados.

Quanto as moléculas HLA classe 11, as especificidades DRB1*17 e DRB1*07 foram
mais frequentes nos dois grupos de pacientes que apresentaram soropositividade para

anticorpos anti-1gG.
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Tanto no grupo dos pacientes em didlise como nos transplantados ndo foram
encontradas especificidades que pudessem sugerir suscetibilidade e/ou protecéo para infeccéo
aguda (IgM).

Os resultados encontrados sugerem que as especificidades DRB1*17 e DRB1*07
podem estar envolvidas na suscetibilidade para toxoplasmose. Tal informacdo podera
contribuir para que a equipe multiprofissional esteja atenta a prevengdo para interromper ou

desacelerar a progressdo da toxoplasmose.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo trouxe informagOes a respeito da toxoplasmose em pacientes sob
tratamento dialitico e transplantados renais. A toxoplasmose ndo é considerada uma doenga
grave em individuos imunocompetentes, porém em pacientes imunodeprimidos, esta pode se
apresentar de forma grave. O presente estudo teve por objetivo detectar a presenca de
anticorpos anti-T. gondii em portadores de doenca renal cronica sob tratamento dialitico e
transplantados renais e verificar a associagcdo com Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA).

Os resultados mostraram elevada freqiéncia de anticorpos anti-T.gondii da classe 1gG
tanto nos pacientes sob tratamento como no grupo dos transplantados, caracterizando assim a
infeccdo cronica. Observou-se também que grande parte dos pacientes foram submetidos a
transfusdes sanguineas, porém ndo houve relacdo entre esta com a soropositividade. Esta
pesquisa torna-se importante por ser um indicativo de exposi¢do da populagdo a fatores
decisivos para a doenga. A soropositividade encontrada para toxoplasmose nos individuos em
dialise e transplantados renais sugere um acompanhamento para investigar possiveis
reativacGes a fim de prevenir o desenvolvimento da toxoplasmose. Paralelamente, medidas
preventivas devem ser tomadas para a reeducacdo da transmissédo da toxoplasmose a fim
reduzir os riscos de contaminagdo em pacientes imunodeprimidos.

O estudo do polimorfismo genético das moléculas HLA sugere a participacdo de
especificidades HLA classe 1l na suscetibilidade para toxoplasmose porém ha necessidade que
novos estudos sejam realizados com esse grupo para confirmagdo desses resultados. A
associacédo entre algumas doencas e o sistema HLA chama a atencdo para a participagdo de
mecanismos imunes e predisposi¢do genética na patogenia dessas enfermidades.

Ao se tratar da profilaxia da infeccdo pelo T.gondii, 0 que se visa é ndo ingestdo de
cistos e de oocistos esporulados do protozoério. A fim de se fazer boa vigilancia vale ressaltar
que os cistos encontrados em carnes cruas de porco e de outros animais permanecem viaveis a
temperatura de refrigeracdo, sendo necessario o aquecimento. Manter habitos de higiene e
gatos dentro de casa, também sdo medidas que visam evitar a infeccéo.

Sugere-se que individuos imunodeprimidos realizem testes sorologicos mensalmente
para que a infecgdo aguda possa ser interceptada e a instituicdo precoce do tratamento possa

reduzir o risco de maiores comprometimentos.
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APENDICE - A

Questionario Socio-Demografico e de Saude

Nome:
Idade: Sexo: () Fem ( ) Masc

Procedéncia:

Situagdo conjugal: ( ) solteiro(a) ( ) casado(a) ( ) unido estdvel ( ) viuvo(a)
() separado(a)

Reside com quem?

Escolaridade: ( ) nunca estudou ( ) alfabetizado ( ) ensino fundamental incompleto
() ensino fundamental completo () ensino médio incompleto ( ) ensino médio completo
() superior incompleto () superior completo

Ocupacéo:

Renda mensal: () menos de 1 salario ( )1 -3 saldrios ( ) mais de 3 salérios

Cordapele: ( )branca ( )parda () morena () preta

Diagndstico Principal da Doenca Renal:

Quanto tempo?

Ha quanto tempo esta realizando hemodiélise (meses)?

Ha quanto tempo fez o transplante renal (meses)?

Doencas preexistentes:

Histdrico de Transfusdo Sanguinea: ( ) sim () ndo

Se sim, quanto(s)?

Histdrico de Hospitalizagdes: ( ) sim ( ) néo
Se sim, quanto(s)? E qual (s) o (s) motivo (s)?
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APENDICE - B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Gostariamos de convida-lo a participar das pesquisas intituladas: “ldentificacdo e
genotipagem do citomegalovirus em pacientes hemodialiticos”; “Anticorpos anti-
toxoplasma gondii em pacientes sob tratamento dialitico e sua correlacdo com antigenos
leucocitarios humanos”; “Frequéncia de Torque teno virus (TTV) entre pacientes
submetidos a tratamento dialitico e transplantados renais” que fazem parte do curso
Mestrado em Enfermagem das mestrandas Angélica Yukari Takemoto, Marina Raduy
Botelho e Patricia Okubo, orientadas pelos professores Dr. Jodo Bedendo e Dra. Sueli
Donizete Borelli da Universidade Estadual de Maringd. Os objetivos dessas pesquisas sdo
verificar as presencas de infeccdo por Torque Teno virus, Toxoplasma gondii e
Citomegalovirus Humano respectivamente, em pacientes portadores de insuficiéncia renal
cronica e transplantados renais no municipio de Maringa, Parana. Para isto a sua participacao
é muito importante, e ela se dara da seguinte forma: seré coletada uma amostra do seu sangue
em local proprio de armazenamento, identificado e analisado. Informamos que poderéo
ocorrer desconfortos durante a coleta, pois se trata de um procedimento invasivo e caso
ocorra, serdo tomadas providéncias para contornar eventuais problemas (como conter
sangramento por meio de compressdo, cuidados caso ocorra hipotensdo entre outros).
Gostariamos de esclarecer que sua participacdo é totalmente voluntaria, podendo vocé:
recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer
onus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as informagdes serdo utilizadas somente
para os fins das pesquisas, e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de
modo a preservar a sua identidade, sendo que o material coletado sera desprezado em local
especifico logo apos a realizagdo da identificacdo ou ndo dos microorganismos. Os beneficios
esperados séo identificar a prevaléncia da infeccdo em renais cronicos, seu impacto clinico e
identificar a presenca de diferentes genes, cujo resultado podera ser repassado, se necessario,
ao médico responsavel pelo seu tratamento a fim de auxilid-lo. Caso vocé tenha mais davidas
ou necessite maiores esclarecimentos, pode nos contatar nos enderegos abaixo ou procurar 0
Comité de Etica em Pesquisa da UEM, cujo endereco consta deste documento.

Eu, declaro que fui devidamente
esclarecido e concordo em participar VOLUNTARIAMENTE da pesquisa coordenada pelos
Professores Dr. Jodo Bedendo e Dra. Sueli Donizete Borelli.

Data / /

Assinatura ou impressdo datiloscopica

Eu, declaro que forneci todas as
informac0Oes referentes ao projeto de pesquisa supra-nominado.

Data: / /

Assinatura do pesquisador

Qualquer davida com relagdo a pesquisa podera ser esclarecida com o pesquisador, conforme
0 endereco abaixo:
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Angélica Yukari Takemoto. Rua Doutor Saulo Porto Virmond, 884 BI C Apto 104. Fone: (42)
9936-4363. E-mail: angelica.takemoto@hotmail.com

Marina Raduy Botelho. Rua Mério Clapier Urbinati, 70 Apto 16. Fone: (44) 9982-1588. E-
mail: raduybotelho@gmail.com

Patricia Okubo. Rua Ferndo Dias, nl1030, apto21. Fone:(44)9920-4307. E-mail:
patyp3@hotmail.com

Jodo Bedendo. Av. Colombo, s/n- Universidade Estadual de Maringd/UEM. Fone:(44)3261-
4509. E-mail: jbedendo@uem.br

Sueli Donizete Borelli. Av. Colombo, s/n- Universidade Estadual de Maringd/UEM.
Fone:(44)3261-4509. E-mail: sdborelli@uem.br

Qualquer divida com relagdo aos aspectos €éticos da pesquisa podera ser esclarecida com o
Comité Permanente de Etica em Pesquisa (COPEP) envolvendo Seres Humanos da UEM, no
endereco abaixo:

COPEP/UEM - Universidade Estadual de Maringa.
Av. Colombo, 5790. Campus Sede da UEM. Bloco da Biblioteca Central (BCE) da UEM.
CEP 87020-900. Maringa-Pr. Tel: (44) 3261-4444. E-mail: copep@uem.br
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ANEXO A

AUTORIZAGCAO DO COMITE PERMANETE DE ETICA EM PESQUISA

ENVOLVENDO SERES HUMANOS DA UEM

VXS Universidade Estadual de Maringd
=\ Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagdo

Comité Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

CAAE N 0464.0.093.000-10 PARECER N°. 72572010

a) Responsavel: Sueli Domizete Borelli

Centro/Departamento; CCS/Departamento de Ciéncias Basicas da Saade

- -

Titulo do projeto: Anticorpos anti-toxoplasma gondii em pacientes sob tratamento dialitico ¢ sua correlagdo |

fi com antigenos leucocitdrios humanos.

‘I Avaliagdo do Protocolo de Pesquisa:
Trata-se de pesquisa do Grupo 111, envolvendo a aluna Marina Raduy Botelho, do Curso de
:' Mestrado em Enfermagem.

O objetivo da pesquisa ¢ o de detectar a presenga de anticorpos anti-toxoplasmas em port.‘_ldnrfs
de Insuficiéncia Renal Crénica sob tratamento dialitico ¢ sua correlagio com Antigenos Lcucpc_nérma
Humanos (HLA). Para tanto, serdo coletadas amostras de sangue por pungo venosa de oitenta sujeitos de
pesquisa que realizam didlise no Hospital Santa Casa de Maringd.

sem a aprovagdo do projeto junto a este Comité. O orgamento envolve gastos na ordem de RS 3.699,00, sob
a responsabilidade da pesquisadora.

A pesquisadora obteve autorizagdo do Laboratério de Ensino ¢ Pesquisa em Anlises Clinicas, do |
Laboratério de Imunogenética da Universidade Estadual de Maringa e do Hospital Santa Casa de Maringd,
para o uso de suas instalagdes para a realizagio da pesquisa

CNS.

Ante o exposto. 0 COPEP ¢ de parecer pela aprovaglo do protocolo de pesquisa na forma em que
ora se apresenta.

SITUACAO: APROVADO

CONEP: ( X )pararegistro ( ) paraandlise e parecer Data: 3/12/2010

Relatério Final para Comité: ( )Nio (X )Sim Data: 01/09/2012

O protocolo foi apreciado de acordo com a

N P Z
) ; )
Resolugio n. 196/96 ¢ complementares do \ )//~ f&f\_"(\_’mh_\;_:?_:

CNS'MS. na 208" reuniio do COPEP em Profa. Dra. ledd Harumi Higarashi
3/12/2010. Presidente do COPEP

Campus Universitario — Avenida Colomba, 5790 - (DDD 0xx44) Fone: 261-4444
FAX: (0xx44) 263-5116 — CEP: 87020-900 ~ Maringd - PR

Apresenta cronograma compativel com o desenvolvimento da pesquisa, mas deixa de informar
quando se dard o contato com os sujeitos da pesquisa. Recomendamos que nenhum contato scja realizado |

|
O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido atende s disposigdes da Resolugdo 196/1996-
|
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Frequéncia alélica (HLA-A, HLA-B e HLA-DRBL1) no grupo de pacientes renais em tratamento dialitico, com a presenca do anti-Toxo 1gG ou anti-Toxo-IgM. Maringa, Parana.

HEMODIALITICOS

Anti-Toxo-1gG Anti-Toxo-1gM Anti-Toxo-1gG Anti-Toxo-1gM
ALELO Fa P-valor ALELO Fa P-valor ALELO Fa P-valor ALELO Fa P-valor
HLA-A R NR HLA-A R NR HLA-B R NR HLA-B R NR
01 27 11 1,0000 01 1 38 0,3334 05 1 0 1,0000 05 0 1 1,0000
02 66 30 0,8988 02 2 94 0,2385 07 19 8 1,0000 07 1 27 0,2494
03 29 11 0,8563 03 1 40 0,3479 08 15 3 0,2941 08 0 18 1,0000
11 19 13 0,2285 11 0 32 1,0000 13 4 2 1,0000 13 0 6 1,0000
23 14 3 0,2936 23 0 18 1,0000 14 7 1 0,4442 14 0 8 1,0000
24 28 16 0,3863 24 0 44 1,0000 15 14 5 0,8028 15 0 19 1,0000
25 6 0 0,1841 25 0 6 1,0000 16 2 0 1,0000 16 0 2 1,0000
26 15 4 0,4513 26 1 20 1,0000 18 16 9 0,5084 18 1 24 0,2252
29 11 06 0,6026 29 0 17 1,0000 22 1 0 1,0000 22 0 1 1,0000
30 16 05 0,6296 30 0 21 1,0000 27 9 3 1,0000 27 0 12 1,0000
31 11 07 0,4370 31 0 18 1,0000 31 1 0 1,0000 31 0 1 1,0000
32 8 4 0,7601 32 0 12 1,0000 35 30 13 1,0000 35 1 43 0,3691
33 10 5 0,7798 33 0 15 1,0000 37 2 1 1,0000 37 0 3 1,0000
34 4 0 0,3191 34 0 4 1,0000 38 7 2 0,7288 38 0 10 1,0000
36 2 0 1,0000 36 0 2 1,0000 39 7 5 0,5239 39 0 12 1,0000
66 1 0 1,0000 66 0 1 1,0000 40 5 6 0,0970 40 1 11 1,0000
68 10 5 0,7798 68 0 15 1,0000 41 6 1 06803 41 0 7 1,0000
69 0 1 0,3035 69 0 1 1,0000 42 6 3 1,0000 42 0 9 1,0000
74 3 1 1,0000 74 0 4 1,0000 44 24 11 0,8499 44 0 36 1,0000
HLA-DRB1 HLA-DRB1 45 7 3 1,0000 45 0 10 1,0000
01 25 7 0,3218 01 2 31 0,0647 48 0 2 0,0916 48 0 2 1,0000
03 18 7 1,0000 03 1 24 0,2252 49 7 1 0,4442 49 0 8 1,0000
04 35 20 0,3435 04 0 55 1,0000 50 8 2 0,7299 50 1 9 0,0953
07 29 13 1,0000 07 0 42 1,0000 51 36 13 0,6204 51 0 49 1,0000
08 18 10 0,5271 08 1 28 1,0000 52 5 7 0,0508 52 0 12 1,0000
09 3 4 0,2064 09 0 7 1,0000 53 6 2 1,0000 53 0 8 1,0000
10 8 2 0,7299 10 0 10 1,0000 54 0 1 0,3035 54 0 1 1,0000
11 39 19 0,6469 11 0 59 1,0000 55 1 2 0,2198 55 0 3 1,0000
12 2 0 1,0000 12 0 2 1,0000 57 8 2 0,7299 57 0 10 1,0000
13 31 16 0,6130 13 0 48 1,0000 58 5 2 1,0000 58 0 7 1,0000
14 12 8 0,3289 14 0 20 1,0000 60 2 0 1,0000 60 0 2 1,0000
15 28 9 0,4579 15 1 37 0,3261 61 3 3 0,3734 61 0 6 1,0000
16 11 4 1,0000 16 0 15 1,0000 62 3 5 0,0588 62 0 8 1,0000
17 15 1 0,0476 17 0 16 1,0000 63 0 1 0,3035 63 0 1 1,0000
0,7616
18 5 2 1,0000 18 0 7 1,0000 64 1 0 1,0000 64 0 1 1,0000
51 1 0 1,0000 51 0 1 1,0000 65 4 3 0,4380 65 0 7 1,0000
67 2 0 1,0000 67 0 2 1,0000
71 2 0 1,0000 71 0 2 1,0000
72 2 0 1,0000 72 0 2 1,0000
75 1 0 1,0000 75 0 1 1,0000
81 1 0 1,0000 81 0 1 1,0000

R=Reagente; NR=N4&o reagente; Fa = Frequéncia alélica; P-valor = calculado pelo Teste Exato de Fisher, onde valor significativo de p<0,05.
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Frequéncia alélica (HLA-A, HLA-B e HLA-DRBL1) no grupo de pacientes transplantados renais, com a presenga do anti-Toxo-IgG ou anti-Toxo-lgM. Maringa, Parana.

80

Transplantados

Anti-Toxo-1gG Anti-Toxo-IgM Anti-Toxo-1gG Anti-Toxo-1gM
ALELO Fa P-valor ALELO Fa P-valor ALELO Fa P-valor ALELO Fa P-valor Pc
HLA-A R NR HLA-A R NR HLA-B R NR HLA-B R NR

01 9 3 0,5310 01 0 12 1,0000 07 3 3 0,6644 07 0 6 1,0000 -
02 20 11 1,0000 02 0 31 1,0000 08 5 2 1,0000 08 0 7 1,0000 -
03 5 4 0,7188 03 0 9 1,0000 12 0 1 0,3585 12 0 1 1,0000 -
11 2 2 0,6166 11 0 4 1,0000 13 3 0 0,5513 13 0 3 1,0000 -
23 2 1 1,0000 23 0 3 1,0000 14 2 2 0,6166 14 0 4 1,0000 -
24 8 5 1,0000 24 0 13 1,0000 15 7 2 1,0000 15 0 9 1,0000 -
26 3 0 0,5513 26 0 3 1,0000 18 2 2 0,5310 18 0 4 1,0000 -
29 4 3 0,6993 29 0 7 1,0000 27 1 0 1,0000 27 0 1 1,0000 -
30 6 1 0,4174 30 0 7 1,0000 35 9 3 0,5310 35 0 12 1,0000 -
31 1 2 0,2915 31 0 3 1,0000 37 3 1 1,0000 37 0 4 1,0000 -
32 2 0 0,5357 32 0 2 1,0000 38 0 1 0,3585 38 0 1 1,0000 -
33 3 2 1,0000 33 0 5 1,0000 39 1 2 0,2915 39 0 3 1,0000 -
36 1 0 1,0000 36 0 1 1,0000 40 3 1 1,0000 40 0 4 1,0000 -
66 0 1 0,3585 66 0 1 1,0000 41 1 1 1,0000 41 0 2 1,0000 -
68 2 3 0,3470 68 0 5 1,0000 42 1 0 1,0000 42 0 1 1,0000 -

HLA-DRB1 HLA-DRB1 44 6 3 1,0000 44 0 9 1,0000 -
01 3 1 1,0000 01 0 4 1,0000 45 1 1 1,0000 45 0 2 1,0000 -
03 7 5 0,7520 03 0 12 1,0000 47 1 0 1,0000 47 0 1 1,0000 -
04 7 7 0,2476 04 0 14 1,0000 49 3 1 1,0000 49 0 4 1,0000 -
07 11 0 0,0069 07 0 11 1,0000 51 6 2 0,7084 51 0 8 1,0000 -

0,1104

08 2 2 0,6166 08 0 4 1,0000 52 2 3 0,3470 52 0 5 1,0000 -
09 2 2 0,6166 09 0 4 1,0000 53 1 0 1,0000 53 0 1 1,0000 -
10 1 0 1,0000 10 0 1 1,0000 55 1 0 1,0000 55 0 1 1,0000 -
11 13 6 0,7944 11 0 19 1,0000 57 2 2 0,6166 57 0 4 1,0000 -
12 3 1 1,0000 12 0 3 1,0000 58 0 3 0,0637 58 0 3 1,0000 -
13 4 4 0,4533 13 0 8 1,0000 60 0 1 0,3585 60 0 1 1,0000 -
14 5 0 0,1573 14 0 5 1,0000 62 1 1 1,0000 62 0 2 1,0000 -
15 4 6 0,1622 15 0 10 1,0000 65 1 0 1,0000 65 0 1 1,0000 -
16 4 2 1,0000 16 0 6 1,0000 70 1 0 1,0000 70 0 1 1,0000 -
17 2 1 1,0000 17 0 3 1,0000 72 1 0 1,0000 72 0 1 1,0000
18 0 1 0,3585 18 0 1 1,0000
52 1 0 1,0000 52 0 1 1,0000

R=Reagente; NR=N4&o reagente; Fa = Frequéncia alélica; P-valor = calculado pelo Teste Exato de Fisher, onde valor significativo de p<0,05.

Pc-valor = valor de p corrigido para corregdo de Bonferroni



