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RESUMO

Os povos originarios tém historicamente enfrentado exclusdo e confinamento em
regides isoladas. Desigualdades socioeconO6micas, baixos niveis educacionais,
condi¢cdes de vida complexas, entre outros determinantes sociais e de saude, podem
agravar a situacao e aumentar a vulnerabilidade de indigenas as zoonoses. Apesar
de diversos estudos terem avaliado a exposicdo de populacdes indigenas ao
Toxoplasma gondii, até o0 momento nenhum estudo acessou juntamente seus caes,
profissionais de saude de contato e o meio ambiente. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi avaliar a exposicao e presenca do T. gondii por abordagem One Health.
Foram coletados 463 indigenas, 253 de caes e 168 de profissionais de saude
distribuidas em 5 aldeias no estado do Parana e 4 em Sao Paulo pertencentes as
etnias Guarani, Terena e Kaingang. As amostras foram submetidas a Reacao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para deteccdo de anticorpos anti-T. gondii em
humanos (IgM e IgG) e em caes (IgG). Em adicao foram coletadas 30 amostras de
solo em cada aldeia para deteccao molecular de T. gondii. O efeito do saneamento
sobre a resposta imunolégica sobre as populag¢des estudadas foi avaliado utilizando
Modelo Linear Generalizado Misto (GLMM) com distribuicdo de erro Binomial. Para
verificar a associagao entre as respostas imunoldgicas dos animais de companhia e
de seus respectivos donos utilizou-se o teste Exato de Fisher. Os dados das aldeias
que apresentam saneamento foram utilizados para verificar a associagao entre
consumo de carne de caca e a resposta imunoldgica das populagdes indigenas por
meio do teste Qui-quadrado de Pearson. Todas analises foram conduzidas no
programa computacional R. No geral, apresentaram anticorpos anti-T. gondii para
IgM e IgG 11/463 (2,4%) e 225/463 (48,6%) dos indigenas, e 3/168 (1,8%) e 67/168
(39,9%) dos profissionais de saude, respectivamente. A populagédo canina registrou
97/253 (38.33%) anticorpos IgG contra T. gondii. Popula¢des de aldeias que nao
possuem saneamento de agua apresentam maior soroprevaléncia que populagoes
de aldeias que possuem este saneamento, tanto para indigenas (GLMM; z = -7.153;
p <0.001), quanto para animais de companhia (GLMM; z = -2.405; p = 0.0162) e
profissionais de saude (GLMM; z = -2.420; p = 0.0155). O consumo de carne de caca
por indigenas ndo apresentou associagcdo com a soroprevaléncia desta populagao
(OR=1.09; Chi-square = 0.75). A soroprevaléncia em indigenas esta associada a
soroprevaléncia nos seus respectivos caes (OR=25.88; p <0.001). Em relagéo as
amostras do solo registramos uma amostra positiva em uma aldeia desprovida de
saneamento (0.37%; 1/270). Nossos resultados sugerem a fonte de agua como fator
de risco para infecgcdo, também apontam os cdes como sentinelas para a
toxoplasmose, devido ao ambiente compartilhado, em particular a fonte de agua.
Desse modo, estudos com abordagem em Saude Unica podem dar subsidios para
a implementacdo de politicas publicas que visem a reducdo da circulacdo de
patdégenos em aldeias indigenas.

Palavras chave: Toxoplasmose; Indigenas; Saude Unica.



ABSTRACT

Indigenous peoples have historically faced exclusion and confinement in isolated
regions. Socioeconomic inequalities, low educational levels, complex living
conditions, among other social and health determinants, can aggravate the situation
and increase the vulnerability of indigenous people to zoonoses. Although several
studies have evaluated the exposure of indigenous populations to Toxoplasma gondii,
so far no study has jointly assessed their dogs, contact health professionals and the
environment. Thus, the aim of this study was to assess the exposure and presence of
T. gondii by One Health approach. A total of 463 indigenous people were collected,253
from dogs and 168 from healthcare professionals distributed in 5 villages in the state
of Parana and 4 in Sdo Paulo belonging to the Guarani, Terena and Kaingang ethnic
groups. The samples were submitted to the Indirect Immunofluorescence Assay (IFT)
to detect anti-T. gondii antibodies in humans (IgM and IgG) and dogs (IgG). In
addition, 30 soil samples were collected in each village for molecular detection of T.
gondii. The effect of sanitation on the immune response in the study populations was
assessed using Generalized Generalized Linear Mixed Model (GLMM) with Binomial
error distribution. Fisher's Exact test was used to verify the association between the
immune responses of the pets and their respective owners. The data from villages
with sanitation were used to verify the association between game meat consumption
and the immune response of the indigenous populations using Pearson's Chi-square
test. All analyses were conducted in the computerprogram R. Overall, 11/463 (2.4%)
and 225/463 (48.6%) of the indigenous people, and 3/168 (1.8%) and 67/168 (39.9%)
of the health professionals, respectively, presented anti-T. gondii antibodies for IgM
and IgG. The canine population recorded97/253 (38.33%) IgG antibodies against T.
gondii. Village populations lacking water sanitation showed higher seroprevalence
than village populations possessing such sanitation, both for indigenous people
(GLMM; z = -7.153; p <0.001), companion animals (GLMM; z = -2.405; p = 0.0162)
and health professionals (GLMM; z = -2.420;p = 0.0155). Game meat consumption by
indigenous people showed no association with seroprevalence in this population
(OR=1.09; Chi-square = 0.75). Theseroprevalence in indigenous people is associated
with the seroprevalence in their respective dogs (OR=25.88; p <0.001). Regarding
soil samples we recorded one positive sample in a village lacking sanitation (0.37%;
1/270). Our results suggest thewater source as a risk factor for infection, and also
point to dogs as sentinels for toxoplasmosis due to the shared environment,
particularly the water source. Thus, studies with a One Health approach can provide
subsidies for the implementation of public policies aimed at reducing the circulation of
pathogens in indigenous villages.

Keywords: Toxoplasmosis; Indigenous; One Health.
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1 INTRODUGAO

Os povos originarios no Brasil, desde o periodo de colonizacao enfrentaram
varias injusticas, gerando um impacto negativo em suas culturas e exclusao desses
povos, que passaram a viver em regides isoladas (ESCOBAR-PARDO et al., 2010),
privando-os de beneficios oferecidos nos centros urbanos, com destaque para o
saneamento de agua potavel (VEGA et al., 2020) e o manejo de animais (ARAGAO et
al., 2010). Em consequéncia, evidenciamos que as populacdes indigenas brasileiras
apresentam alta prevaléncia de zoonoses (BRASIL, 2022) e outras infeccoes
parasitarias, colocando-as em desvantagem em relagao a outras etnias (PEDROSO
et al., 2015).

A Saude Unica (One Health) é definida como uma abordagem sistémica que
trata a saude humana ou coletiva, saude animal de forma integrada a saude do
ambiente e seus ecossistemas (LOBO et al., 2021). A toxoplasmose €& uma
antropozoonose causada pelo Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1909), um
protozoario coccideo intracelular obrigatorio, pertencente ao filo Apicomplexa, que
infecta com frequéncia varias espécies de animais homeotérmicos, como mamiferos
e aves (SOUZA; BELFORT JR., 2014). A doenca € considerada de importancia para
One Health por afetar significativamente a saude de humanos, animais domeésticos,
animais selvagens e estar presente em ecossistemas, incluindo agua, solo e alimentos
(DE BARROS et al., 2022). Possuindo um ciclo heteroxeno facultativo, o parasita
depende de gatos e de outros felideos como hospedeiros definitivos, que podem
liberar oocistos fecais no ambiente, infectando humanos e outros animais, que sao
seus hospedeiros intermediarios (LINDSAY; DUBEY, 2020). Os felideos séao
infectados ao ingerir o hospedeiro intermediario com T. gondii e isso faz com que eles
eliminem oocistos, fechando o ciclo (HILL; DUBEY, 2018).

A doenca vem sendo considerada uma das infec¢des parasitarias de origem
alimentar comum, adquirida pela ingesta de agua contaminada, comida, carne crua ou
mau cozida (DE VALK et al., 2012). Entretanto, a infeccdo também pode ocorrer por
meio de transfusdo sanguinea, transplante de 6rgaos, transmissao acidental por auto
inoculacao em laboratério e por transmissao transplacentaria (COSTA; SILVA, 2007).
Em geral, na populagdo humana a toxoplasmose tem sido considerada assintomatica,
contudo em mulheres gravidas a doenca pode progredir em lesdes fetais e aborto

(GILBERT, 2009). Em pessoas imunosuprimidas, o protozoario pode
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causar manifestacdes clinicas graves, como encefalite, mielite, miocardite, pneumonia
intersticial e outros comprometimentos (LEVI, 2014).

Com distribuicdo geografica mundial, estima-se que um terco da populacéo
humana ja tenha sido infectada pelo T. gondii (KIM; WEISS, 2008). Estudos sobre a
soroprevaléncia da toxoplasmose em humanos, sdao amplamente relatados,
apresentando uma variacédo da populacao mundial de 0,8% a 77,5%, com destaque
as altas taxas de soroprevaléncia em paises da América Latina (PAPPAS; ROUSSOS,
FALAGAS, 2009). No Brasil, historicamente os estudos populacionais de
soroprevaléncia demonstraram uma prevaléncia relativamente alta de anticorpos anti-
T. gondii (JONES; DUBEY, 2020), principalmente em criancas e em mulheres em
idade fértil, com até 50% em criangas da escola primaria e 50-80% das mulheres em
idade fértil que apresentam anticorpos conta T.gondii (DUBEY et al., 2012). Nos
ultimos 50 anos o pais registou 25 surtos de toxoplasmose, com aproximadamente a
metade concentrando-se entre 2010-2018, sendo a principal via de transmissao a
agua, frutas e verduras (oocitos) (FERREIRA et al., 2018).

A populagdo indigena brasileira autodeclarada € estimada em 817 mil
individuos, compreendendo 0,4% da populacéo total do pais, distribuidas em 305
etnias e 274 linguas faladas, compreendendo um dos mais altos niveis de
sociodiversidade do mundo (BRASIL, 2010). Em relagcdo a toxoplasmose em
populagdes indigenas no pais, a soroprevaléncia varia entre as comunidades
indigenas: 100% Xavante (Mato Grosso) (NEEL et al., 1968), 51,6 % Alto Rio Xingu
(Mato Grosso) (BARUZZI, 1970), 88,6% Kren-Akorore (Mato Grosso) (LESER,;
CAMARGO; BARUZZI, 1977), 39% Ticuna (Amazonas) (LOVELACE; MORAES,;
HAGERBY, 1977), 50% Xakriaba (Minas Gerais) (ROCHA et al., 1987), 80,4%
Enawené-Nawé (Mato Grosso) (AMENDOEIRA et al., 2003), 59,6 % Waiapi (Amapa)
(SOBRAL et al., 2005), 55,6 % Tiriyo (Para) (SOBRAL et al., 2005), 73,5 % lauareté
(Amazonas) (BOIA et al., 2008), Terena 26,2% (Mato Grosso do Sul) (BORGUEZAN
et al., 2014), 66,9% Haliti-Paresi (Mato Grosso) (SANTOS et al., 2019).

As populagdes indigenas sdo consideradas vulneraveis a diversas doengas
infeciosas, em particular doencas de veiculacdo hidrica, devido aos problemas
enfrentados no sistema de abastecimento de agua e acesso a agua potavel nas
aldeias (VASCO-DOS-SANTOS; ARMSTRONG; DIAS-LIMA, 2020; ALBUQUERQUE
et al., 2020). Neste cenario de vulnerabilidade, propomos que as populacoes

indigenas, seus animais de companhia e profissionais de saude de contato podem
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estar expostos e infectados a toxoplasmose. Portanto, o objetivo deste estudo € avaliar
e comparar por meio de uma abordagem de One Health a exposicao e infeccaopor
Toxoplasma gondii em populacdes indigenas, seus animais de companhia e
profissionais de saude em aldeias com diferentes sistemas de abastecimento de agua.

2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a exposicao e infeccdo por Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux,
1909) em populacgdes indigenas dos estados do Parana e Sao Paulo (Brasil), seus
caes e profissionais de saude de contato do Distrito Sanitario Especial Indigena Litoral
Sul.

Objetivos Especificos

a) Avaliar os fatores de risco das populagdes indigenas e contatar profissionais de

saude para toxoplasmose;

b) Correlacionar a soropositividade das populag¢des indigenas e seus caes;
c¢) Avaliar a contaminacgao do solo por oocistos de T. gondii;
d) Corroborar com a ampliacdo e disseminagdo do conhecimento sobre o tema por

meio da producgao cientifica;

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Visao Geral

A toxoplasmose, embora apresente ampla distribuicdo pelos paises, com a
estimativa de que um tergo da populagdo mundial esteja infectada sob a forma crénica
da doenga (PAPPAS; ROUSSOS, FALAGAS, 2009), permaneceu desconhecida por
varios anos até a sua identificagdo em 1908, quando o T. gondii foi descrito pelo
pesquisador italiano Alfonso Splendore, que o encontrou em coelhos da espécie
Oryctolagus cuniculus no Hospital da Real Sociedade de Beneficéncia Portuguesa de
Sao Paulo, e pelos médicos franceses Charles Nicolle e Louis Manceaux em roedores
silvestres africanos da espécie Ctenodactylus gundi (FERREIRA; VITOR, 2014 ). Em

1939, foram reconhecidas as possibilidades da transmissao transplacentaria da



toxoplasmose e, mais de trinta anos depois, em 1970, o ciclo de vida do T.gondii foi
elucidado integralmente por varios pesquisadores, o que contribuiu de forma
significativa para a identificacdo dos principais disseminadores da doenca e para o
consequente estudo de agdes profilaticas (DUBEY, 2009).

Ao que tange a imunizacao artificial ativa contra a doenca, néo existe ainda
possibilidade de vacinagao para a toxoplasmose humana, havendo apenas testes com
vacinas para gatos com funcao inibidora a emissdo de oocistos toxoplasmicos
(FIALHO et al., 2009). Ap6s confirmacdes a respeito das formas da transmissao da
toxoplasmose, foram estabelecidos os hospedeiros intermediarios, os quais incluem
0s mamiferos (suinos, ovinos, caprinos, bovinos, roedores e primatas) e aves (pombos
e galinhas), animais em que ocorre a reproducdo assexuada do parasita, e 0s
hospedeiros definitivos, os quais englobam apenas animais em que ocorre a
reproducao sexuada do T.gondii, sendo eles pertencentes a familia Felidae - felideos
domésticos e selvagens (TENTER et al., 2000).

Classificada como uma antropozoonose, a toxoplasmose € naturalmente
transmissivel entre os animais vertebrados e o homem (NEVES, et al., 2011) e
apresenta duas vias de transmissdo, classificadas como horizontal ou vertical
(SOUZA; BELFORT, 2014) (Figura 1). Tratando-se da via horizontal, esta podeocorrer
por meio de infecgdo oral com a ingestdo de oocistos presentes em alimentos,na agua
e no solo ou com a ingestdo de carne crua ou malpassada apresentando cistos
teciduais (JONES; DUBEY, 2012). Ja a transmissao via vertical ou congénita éaquela
em que, devido a infec¢ao ocorrida durante o periodo de gestacao ou préximodo parto,
o individuo & acometido pelo protozoario na forma de taquizoitas. Esse tipo de
transmissao também pode ocorrer pelo leite materno, que tem chance de conter o
parasita durante uma infeccdo aguda. Além disso, existem outras formas de
transmissao de menores riscos, como transfusdes de sangue, transplantes de tecidos

e Orgaos e autoinoculagdo em laboratério (HILL; DUBEY, 2018).
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Figura 1. Ciclo bioloégico do Toxoplasma gondii.
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Fonte: BARBOSA; MUNO; MOURA, 2014.
Dessa forma, considera-se que o T.gondii apresenta trés estagios infecciosos:

os cistos teciduais contendo bradizoitas em carnes de animais infectados, os
taquizoitas presentes em fluidos e tecidos corporais e 0s esporozoitas existentes nos

oocistos eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos (HILL; DUBEY, 2018).

3.2 Epidemiologia

A toxoplasmose apresenta distribuicdo geografica mundial, estima-se que um
terco da populagdo humana ja tenha sido infectada pelo T. gondii (KIM; WEISS,
2008). Estudos sobre a soroprevaléncia da toxoplasmose em humanos, sao
amplamente relatados, apresentando uma variagao da populagdo mundial de 0,8%
a 77,5%, com destaque as altas taxas de soroprevaléncia em paises da América
Latina (PAPPAS; ROUSSOS, FALAGAS, 2009) (Figura 2).

No Brasil, historicamente os estudos populacionais de soroprevaléncia
demonstraram uma prevaléncia relativamente alta de anticorpos anti- T. gondii
(JONES; DUBEY, 2020), principalmente em criancas e em mulheres em idade fértil,
com até 50% em criancas da escola primaria e 50-80% das mulheres em idade fértil

que apresentam anticorpos conta T.gondii (DUBEY et al., 2012). Nos ultimos 50 anos
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o0 pais registou 25 surtos de toxoplasmose, com aproximadamente a metade
concentrando-se entre 2010-2018, sendo a principal via de transmissao a agua, frutas
e verduras (oocitos) (FERREIRA et al., 2018).

Figura 2: Soroprevaléncia mundial da toxoplasmose.
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Fonte: Pappas et al., 2009.

Entre os maiores surtos de toxoplasmose no pais, destacam-se os ocorridos
nas cidades de Santa |zabel do lvai (PR), envolvendo 426 pessoas contaminadas em
2002 e de Santa Maria (RS), com 647 casos (DIAS et al., 2005). Nas investigagcdes
acerca das fontes de contaminacdo, os estudos respectivos dos surtos indicaram
como veiculo principal de transmissdo a agua contendo oocistos, o que indica a
importancia da garantia do acesso a agua tratada e ao saneamento ambiental como
acao profilatica (DIAS et al., 2005).

Além das fontes hidricas como importantes meios de transmissao, outros
fatores de risco relevantes ja foram identificados pelos estudos epidemiolégicos da
doenca, entre eles o consumo de carnes cruas e vegetais crus, o contato frequente
com o solo e a falta de conhecimento a respeito da parasitose e suas vias de infec¢ao,
(JONES; DUBEY, 2010). Ademais, a faixa etaria também ja foi relatada na literatura
como uma variavel cujos valores sdo diretamente proporcionais a soropositividade, o
que pode ser justificado pelo maior tempo de exposicdo aos fatores de risco
(FRENKEL, 1988).

3.3 Toxoplasmose em populagbes indigenas

As populagdes nativas do Brasil desde a sua colonizagdo vivenciaram um
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contato violento com a sociedade colonizadora, que gerou um impacto negativo em
suas culturas, se traduzindo na exclusao desses povos que passaram a viver em
regioes isoladas (ESCOBAR-PARDO et al.,, 2010), privando-os de beneficios
oferecidos nos centros urbanos. O saneamento de agua, fornecimento de agua potavel
e manejo de animais domésticos sédo alguns destes beneficios. Em consequéncia,
evidenciamos que as populagcdes amerindias apresentam alta prevaléncia de
zoonoses e outras infecgdes parasitarias, colocando-as em desvantagem em relacao
aos nao-indigenas (PEDROSO et al., 2015).

Em relacdo as populagbes indigenas, a prevaléncia da infeccdo por
Toxoplasmose apresenta caracteristicas geograficas, com variacdo de 10,6% no
Sudeste Asiatico a 80,4% na América do Sul (SANTOS, et al., 2019). Em estudos
sobre a prevaléncia da infecgao pelo Toxoplasma gondii em indigenas brasileiros tem-
se encontrado uma frequéncia na soroprevaléncia de anticorpos anti- T. gondii
variando de 26,15% a 100% (Tabela 1).

Tabela 1- Soroprevaléncia de anticorpos anti- Toxoplasma gondii em comunidades indigenas brasileiras
entre 1968 e 2019.

Populacao Técnica Prevalén Autores
indigenal cia (%)

Localizagao

Xavante /Mato IHA 107/107 NEEL, et al.,
Grosso (100%) 1968

Alto rio Xingu/ RIFI 131/254 BARUZZI, 1970
Mato Grosso (51.6%)

Kren-Akorore/ RIFI /IHA 62/70 LESER;

Mato Grosso (88.6%) CAMARGO;

BARUZZI, 1977

Ticuna/ IHA 159/408 LOVELACE;

Amazonas (39.0%) MORAES;
HAGERBY,
1978

Xakriaba/ RIFI 27/54 ROCHA, et al.,

Minas Gerais (50.0%) 1987

Enawené- RIFI /ELISA 119/148 AMENDOEIRA,

Nawé/ Mato (80.4%) et al., 2003

Grosso

Waiapi/ RIFI /ELISA 180/302 SOBRAL, et

Amapa (59.6%) al., 2005
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P lach Técnica Prevalén———Autores—————
opulacao

indigena/ cia (%)

Localizacao

Tiriyd/ Para RIFI /ELISA 310/558 SOBRAL, et
(55.6%) al., 2005

lauareté/ RIFI /ELISA 191/260 BOIA et al.,

Amazonas (73.5%) 2008

Terena/Mato RIFI /ELISA 67/256 BORGUEZAN

Grosso do Sul (26.2%) et al., 2014

Haliti-Paresi RIFI/ELISA 196/293 SANTOS, et

/Mato Grosso, (66.9%) al., 2019

*Hemaglutinacao indireta (IHA)
Imunofluorescéncia indireta (RIFI)
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay(ELISA)

Estudos em populagdes indigenas sao uteis para a compreensao da relagcéo
entre a fonte da infec¢do e sua ocorréncia, em particular por apresentarem um estilo
de vida comunitario, facilitando a propagacado de doencas dentro das comunidades

(SOUZA, et al., 2020). Os fatores de contagio nessas comunidades despertam
interesse, alguns pesquisadores atribuem grande importancia ao consumo de carne
vermelha e o contato com gatos domésticos a alta soropositividade para T. gondii
(LOVELACE; MORAES; HAGERBY, 1978). Entretanto, estudos recentes atribuem a

alta soropositividade com a contaminacao nas cole¢des de agua utilizadas para

consumo dessas populagdes, registrando a presenca de felinos domésticos e
selvagens (AMENDOEIRA, et al., 2003; SOBRAL, et al., 2005; SANTOS, et al., 2019).

Historicamente as populag¢des indigenas sdo consideradas vulneraveis a
diversas doencas infeciosas, os efeitos negativos do processo de aculturagao na

saude dos indigenas estdao bem documentos em relagao a presenca de muitas
infecgbes, como hepatite, tuberculosee outras doencgas virais (SOBRAL, et al., 2005).
Doencas de veiculacao hidrica também se destacam neste cenario, em particular em
decorréncia aos problemas enfrentados no sistema de abastecimento de agua e
acesso a agua potavel nas aldeias (VASCO-DOS-SANTOS; ARMSTRONG; DIAS-
LIMA, 2020) (ALBUQUERQUE et al., 2020). Assim, destacando a importancia de
pesquisas que visem analisar doencas de veiculacao hidrica nestas populacdes, em

particular a toxoplasmose.



3.4 Interacdo entre indigenas e animais de companhia: Impacto na Saude Unica

O Intercambio Colombiano (Columbian Exchange) marcou a “era dos
descobrimentos” proporcionando um intenso fluxo de animais, alimentos, especiarias
e seres humanos entre o Velho Mundo e o Novo Mundo, traduzindo-se no intercambio
de doencas entre as populagbes (NUNN; QIAN, 2010). Em relagdo ao fluxo de
animais, os caes destacam-se pela intensiva proliferacdo entre as Américas apos a
Conquista, devido a sua capacidade de auxiliar na pratica da caca, além de animal de
companhia (SCHWARTZ,1998). Assim, diversas comunidades indigenas associam o
cao a cacga, entretanto o gato representa um animal que orna o ambiente nao
registrando um contato intimo e com carater afetivo semelhante ao familiar (VELDEN,
2009).

Entre comunidades indigenas Koripako, localizados no Alto Rio Negro (AM) é
registrado a pratica da ndo alimentagao dos caes atrelada ao treinamento deste animal
para a caga (BULL, 2019). Povos indigenas da etnia Achuar concedem aos cachorros
alucindégenos para que tenham um olfato mais agucado (DESCOLA, 1994).Em sua
pesquisa antropologica sobre os povos indigenas na Amazénia, Fausto (2001)ressalta
que os caes de cacga sao propriedade dos homens e recebem tratamento especial em
relagdo aos demais caes nao considerados cagadores, assim figuram ora como
ajudantes na caga, ora como animais domeésticos. Portanto, é notavel a presenca dos
caes na sociedade indigena representa uma forte interagdo entre homem e animal,

seja em um cunho afetivo e/ou para atividade de caca.

Em relagdo as zoonoses causadas por protozoarios em populagoes indigenas,
um estudo de prevaléncia de anticorpos Toxoplasma gondii e Neospora caninum
Minervino et al. (2012) demonstraram a ocorréncia destes patdégenos nas
comunidades indigenas de etnias Tapirapé e Karaja, no estado do Mato Grosso. Os
respectivos patdgenos sao conhecidos como hospedeiros definitivos em gatos e caes.
Foram testados 325 amostras sorologicas de caes presentes na comunidade indigena
para pesquisa de anticorpos anti-lgG T. gondii e anti-lgG N. caninum, destes 52%
foram soropositivos para T.gondii (ponto de corte 1:16) e 9,8% para N. caninum (ponto
de corte 1:50). Segundo os autores a soropositividade para ambas as infecgdes
parasitarias foi amplamente prevalente em caes dessas aldeias e foi maior em caes
mais velhos, indicando transmissao pés-natal. Como dito inicialmente, o gato € um

animal pouco valorizado, visto apenas como um animal que orna o ambiente, ndo
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possuindo interacdo préxima com os indigenas, tornando-se arredios por
consequéncia do tratamento com o animal (VELDEN, 2009). Por esse motivo, ou por
intervencado das entidades de protecdo de saude que retiram os gatos, por serem
transmissores de algumas zoonoses e animal extremamente predador da fauna local
(ALMEIDA, 2013). Recentemente, Santos et al. (2019) em um estudo soroldgico para
toxoplasmose na comunidade indigena Haliti-Paresi, pertencente a terra indigena
Utiariati (MT), apontam que a presenca de gatos domésticos na aldeia como animais
de estimacado, dedicados a caca e compartiihando a fonte de consumo d’agua,

representaram um fator de risco para a doenga nesta comunidade.

Sob a perspectiva da Saude Unica, a qual trata de uma abordagem integrada
entre saude humana, animal e meio ambiente (LOBO et al., 2021), a analise da
soroprevaléncia em caes mostra-se fundamental para a promog¢ao da saude tanto
humana como animal no pais, tendo em vista que esses animais servem como
sentinelas ao indicarem o nivel de contaminacdo ambiental pelo parasita
(CONSTANTINO et al., 2016; PINTO-FERREIRA et al., 2019), contribuindo para a
avaliacao dos riscos de exposicdo das populagdes a doencga, haja vista que cées e
humanos, como hospedeiros intermediarios, podem apresentar veiculos de
contaminagao comuns (MEIRELES et al.,2004).

4 MATERIAL E METODO

4.1. Area de estudo
4.1.7 Declaragéo ética

Este estudo foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) do Ministério da Saude do Brasil (protocolo 52039021.9.0000.0102) e pelo
Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Parana

(protocolo numero 033/2021).

4.1.2 Designer do estudo

Este estudo representa uma abordagem de One Health em populacdes
indigenas, caninas e profissionais de saude de contato que vivem ou frequentam terras

indigenas na regiao litoral do estado do Parana e Centro-Sul de Sao Paulo. O
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estudo foi realizado entre dezembro/2020 e fevereiro/2022.

4.2 Local do estudo

O estudo foi realizado em 9 aldeias indigenas das etnias Guarani, Terena e
Kaingang nos estados do Parana e Sao Paulo. No estado Parana totalizaram 5 aldeias:
Tekoa Pidoty, Kuaray haxa, Araca-i, Tupa Nha Kretd e Guaviraty. Localizadas
respectivamente nos municipios: Paranagua (25°31'10.34"S 48°28'06.78"0);
Guaraquecaba (25°18'40.65"S 48°18'9.14"0), Piraquara (25°29'23.31"S 49°
0'11.57"0), Morretes (25°36'56.21"S 48°56'13.05"0), e Pontal do Parana
(25°36'25.35"S 48°26'36.33"0). No estado de Sao Paulo totalizam 4 aldeias
concentradas no municipio de Avai: Kopenoty (22°1558.20”S 49°21°00.95”0);
Teregua (22°15'65.31"S 49°20'53.34"0); Ekerua (22°16°28.05”S 49°22°21.9570);
Nimuendaju (22°17°30.81”°S 49°22’41.03”0) (Figura 3).
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Figura 3. Localizacao das aldeias indigenas no planalto curitibano e regiao litordnea do Parana e regiao
centro-sul de Sao Paulo (Brasil) referidas para o estudo soroldgico e caracterizagdo molecular de
Toxoplasma gondii.

Em relacao a cobertura vegetal das aldeias indigenas avaliadas neste estudo,
as aldeias pertencentes ao Parana compreendem remanentes de Mata Atlantica,
enquanto que as aldeias localizadas em Sao Paulo detém cobertura vegetal
caracteristica do cerrado (FUNAI, 2022).



4.3 Populagao estudada
4.3.1 Indigenas

As caracteristicas socioecondmicas das aldeias indigenas variaram entre os
estados do Parana e Sao Paulo. Nas aldeias do Parana, a populacao indigena tem
fortes ligacoes ambientais e contam com recursos naturais para sobreviver, como a
caca de animais silvestres, pesca e pequena producao agricola destinada ao consumo
da comunidade (ANDRADE, 2014). O artesanato compreende outra fonte de recurso,
confeccionados da matéria-prima coleta na mata para confeccdo de balaios,
miniaturas de animais silvestres feitos em madeira, abanos, paus-de-chuva, lancas,
colares e pulseiras (ANDRADE, 2014; CORBARI, 2017). As aldeias indigenas do
Parana carecem de sistemas de tratamento de agua e saneamento de agua, sua
localizag&o das aldeias destaca um isolamento destas populagoes, principalmente em
Kuaray haxa (Guaraquecgaba), sendo necessario o uso de barco para acesso a
comunidade. Nas aldeias de Sao Paulo, entre as atividades econ6micas, a agricultura
mostra-se como a mais relevante, com destaque para o cultivo de alimentos que
servem tanto para o consumo interno como para a comercializagao externa (PINTO,
2019). O artesanato também esta presente nas aldeias de Sao Paulo como uma das
fontes de subsisténcia para algumas familias (FINATELI, 2015). Além disso, nestas
aldeias é verificado a venda da forga de trabalho para o mercado urbano ou produtores
rurais da regido (LOSNAK, 2010). As aldeias indigenas de S&o Paulo apresentam poco
artesiano como forma de abastecimento de agua e possuem sistema de saneamento
de 4gua, as aldeias se localizam proximas entre si e sdo menos isoladasem relacao as
aldeias do Parana.

Dessa forma, as aldeias foram agrupadas de acordo com recursos de
saneamento de agua, sendo um grupo que compreende aldeias que nao apresentam
saneamento de agua, detendo rios e nascentes como fonte do recurso hidrico, e
destinacdo das fezes no ambiente ou em fossa aberta. E outro grupo, as aldeias que
apresentam saneamento de agua, apresentando poc¢o artesiano com equipamentos

de filtragem e cloracao, detendo fossa séptica como local de destinacao das fezes.

4.3.2 Profissionais de contato

Os profissionais de contato foram categorizados de acordo com sua funcéao e
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nivel de contato com as populacdes indigenas. Dessa forma, estabelecemos 3
categorias de acordo com o nivel de contato: Profissional de nivel alto de contato (P1),
compreende médicos, enfermeiros, técnicos de enfermagem, motoristas e professores
que sao constantes na aldeia; Profissional de nivel médio de contato (P2),compreende
a equipe multidisciplinar do Distrito Sanitario Especial de Saude Indigena(DSEI) Litoral
Sul que apresenta contato com diversas aldeias estudas, porém nao constante;
Profissional de nivel baixo de contato (P3), compreende profissionais de saude que

cooperaram com estudo, tendo contato esporadico com as aldeias.

4.4 Coleta de amostras
4.4.1 Amostras de sangue

Os participantes humanos foram amostrados apos assinatura do termo de
consentimento e preenchimento do questionario epidemioldégico. As amostras de
sangue humano foram coletadas por puncdo venosa cefalica, e as amostras de

sangue de caes foram coletas por pungao venosa jugular (Figura Suplemantar 1).

Foram coletados 10 ml de sangue de cada participante (humano/animal), as
amostras de sangue foram colocadas em tubo de vacuo estéreo contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e tubo com gel separador de soro. As amostras
coletadas tudo contendo EDTA foram mensuradas para avaliagdo do volume de
células compactadas (VCC) e proteinas plasmaticas totais (PPT), por centrifugacéo e
refratometria, respectivamente. Todas as amostras também foram coletadas em tubos
sem anticoagulante e mantidas a temperatura ambiente (252 C) até a retragao visivel
do coagulo, posteriormente centrifugadas a 800g por cinco minutos, e o soro separado

e mantido a -202 C até o processamento.

4.4.2 Amostragem do solo

As amostras de solo foram coletadas aleatoriamente em cada aldeia composta
por 30 subamostras: escola (10), posto de saude (10), campo/area de recreacao (10).
Durante a amostragem, foram caracterizados os locais registrando: a) coordenada
geografica; b) presenca de criangcas e adultos em contato direto com o solo; c)
presenca de caes e gatos; d) presenca de fezes de animais no local (Figura

Suplementar 2).
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Foram coletados aproximadamente 100 g de amostra de solo em uma
profundidade de 5 a 10 cm, conforme previamente estabelecido (FRENKEL; RUIZ;
CHINCHILLA, 1975), colocado em um saco plastico e armazenado sob refrigeracao

(4°C) até o processamento.

4.4.3 Coleta de dados epidemiologicos

A avaliacao epidemiologica das caracteristicas humanas foi baseada em um
questionario que avaliou a exposi¢cao potencial ao T. gondii e incluiu a idade, sexo,
nivel de escolaridade, aldeia pertencente, etnia, ocupacao, tempo de residéncia na
aldeia, habito e frequéncia de caca, posse de animais, fonte de agua potavel, habito
de lavar frutas e verduras antes do consumo, higienizar as maos antes das refeicoes
e 0 consumo de carne crua ou mal-cozida. Para avaliagdo epidemiologica das
caracteristicas de céaes, o questionario reuniu dados sobre sexo, raga, origem animal,
local de residéncia, dieta, consumo de carne crua, fonte de agua potavel, acesso as
florestas, habitos de caca, presenca e controle de ectoparasitos, vermifugacao e

vacinagao.

4.5 Analises
4.5.1 Teste Sorologico

A deteccdo de anticorpos anti-T.gondii foi realizada pelo teste de reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) (CAMARGO, 1974). As amostras de soro humano
foram testadas para anticorpos das classes IgM e IgG especificos contra T. gondii, e
as amostras de soro canino foram testadas unicamente anticorpos de classe 1gG
especifico anti-T.gondii. Diluicbes seriadas de 1:16, 1:64, 1:256, 1:1024 e 1:4096
foram realizadas em soluc&o salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,2. As laminas
de imunofluorescéncia foram previamente sensibilizadas com formaldeido 0,1% aos
taquizoitos inativados de T. gondii (cepa RH) obtidos de uma lavagem intraperitoneal
em camundongos Swiss apos 3 dias de inoculacdo. Para a fluorescéncia foram
utilizados os anticorpos secundarios anti-IgM e anti-lgG comercial especifico para
humanos e anti-lgG especifico para cdo, conjugado com o isotiocianato de
fluoresceina (Bethyl-Montgomery, TX, USA). As amostras foram consideradas
positivas se os titulos de anticorpos fossem > 16 para T. gondii como ponto de corte

estabelecido, e os titulos finais foram determinados até a ultima diluicdo em que =
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50% de fluorescéncia na borda dos taquizoitos (Figura Suplementar 3).
4.5.2 Recuperacgéo de oocistos de T. gondii de amostras de solo

Foram utilizadas em réplicas 10g das subamostras de cada ponto (FERREIRA
et al., 2018). Em seguida, 5 mL de acido sulfurico aquoso a 2% foram adicionados a
cada amostra. Apoés 16 h de esporulacdo, duas etapas de recuperacao de oocistos
foram realizadas: na primeira etapa 30 mL de glicina 1 M foram adicionados ao solo
seguida de homogeneizacdo durante 30 minutos € 5 min de descanso para
sedimentacao (FERREIRA et al., 2018). O sobrenadante recuperado foi centrifugado
a 1500g por 15 min, resultando na formacdo de pellet. Na segunda etapa de
recuperacao, o pallet previamente recuperado foi submetido a técnica de Sheather
(SHEATHER,1923) e 2 mL do sobrenadante final foi fracionado em dois microtubos.
Em cada microtubo, 1 mL de solugao ultrapura agua foi adicionada e centrifugada a
1500g por 5 min. O volume de 200 puL de pellet foi mantido, ao qual 1 mL de tampé&o
TE (Tris-HCI, NaCl e acido etileno diamina tetraacético — EDTA) foi adicionado e
centrifugado novamente seguindo os mesmos parametros do anterior, resultando em

200 pL de pellet, e a duplicata armazenada em microtubo Unico.

4.5.3 Extracdo de DNA

Todas as amostras previamente processadas foram inicialmente submetidas a
10 ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria
a 56°C para romper as paredes do oocisto (WELLS et al., 2015). O DNA foi extraido
de amostras de solo usando o kit comercial NucleoSpin Tissue® (Macherey-Nagel,
Duren, Alemanha) de acordo com as instrugbes do fabricante, com a seguintes
modificagdes: as amostras foram incubadas em tampao de lise (T1) e proteinase K a
562C por 16 h. (Figura Suplementar 4).

4.5.4 Nested-PCR

As amostras de DNA foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase
nested (nested-PCR) para amplificar o DNA ribossémico Apicomplexa 18S (rDNA) (SU
etal., 2010). A primeira reacao de PCR foi realizada com o primers externos Tg18s48F
(5' CCATGCATGTCTAAGTATAAGC3") e Tg18s359R
(5'GTTACCCGTCACTGCCAC 3'), com o seguinte perfil térmico: desnaturacao inicial
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a 94 -C por 2 min, 30 ciclos de desnaturacao a 94 -C por 30 s, anelamento a 57 -C por
30 s e extensdo a 72 C por 30 s, e uma extensao final a 72 -C por 1 min. Para a
segunda reacdo, os primers internos utilizados foram  Tg18s58F
(5'CTAAGTATAAGCTTTTATACGGC3') e Tg18s348R (5'
TGCCACGGTAGTCCAATACSI'), utilizando o mesmo perfil térmico da primeira reacao,
porém realizando 35 ciclos. A mistura de amplificacdo consistia em 0,5 pL decada
primer a 2 pM, 6,25 pL de GoTaqGreen Master Mix (Promega, Madison, WI, EUA),
2,75 pL de agua ultrapura e 2,5 pL de DNA em um volume final de 12,5 uL (DUBEY,
2019). O produto amplificado de aproximadamente 300 pares de bases foi detectado
por eletroforese usando gel de agarose 2%, corado com Blue Green (LGC

Biotechnology), e posteriormente fotodocumentado (Loccus - L-PIX EX).

4.5.5 Analise de sequenciamento

Os amplicons positivos para o gene 18S rDNA foram purificados usando o
QlAquick Gel Extraction Kit da Qiagen (Valencia, CA, EUA), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Os produtos foram sequenciados bidirecionalmente usando
o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA),
de acordo com o protocolo do fabricante. A reagcdo de sequenciamento foi realizada
por separacao eletroforética capilar em um sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) utilizando oligonucleotideos internos. A analise das sequéncias
foi realizada com o software Staden Package 4.1.4 (Gene Codes Corporation, EUA),
e todas as sequéncias foram comparadas com o Basic Alignment Search Tools do
National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov) para identificar

a especie.

4.5.6 Analise estatistica

O efeito do saneamento sobre a resposta imunologica das populagbes de
indigenas e de animais de companhia, foi avaliado utilizando Modelo Linear
Generalizado Misto (GLMM) com distribuicado de erro Binomial, pelo pacote "Ime4"
(BATES et al., 2015) (BATES et al., 2015) funcao 'glmer'. Nestes modelos, o efeito fixo
incluiu a auséncia ou presenca de saneamento em cada aldeia e a variavel resposta,
a auséncia ou presenca da soroprevaléncia nos individuos das populagdes.O efeito

do saneamento, da disposicdo ao consumo de agua em aldeias indigenas e
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da interacdo desses dois fatores sobre a resposta imunolégica das populacdes de
profissionais foi avaliado usando um GLMM com distribuicdo de erro Binomial
Negativa, pelo pacote "Ime4", funcao 'glmer.nb'. Neste modelo, o efeito fixo incluiu a
auséncia ou presenca de saneamento no conjunto de aldeias as quais esses
profissionais recorrentemente trabalham, assim como a disposicdo ou nao do
consumo de agua das aldeias por estes profissionais, € a variavel resposta é a
auséncia ou presenca da soroprevaléncia nos profissionais. Os dados das aldeias que
apresentam saneamento foram utilizados para verificar a associagao entre consumo
de carne de caca e a resposta imunolégica das populagdes indigenas utilizando um
teste Qui-quadrado de Pearson. Os dados das aldeias que apresentam saneamento
também foram utilizados para verificar a associagcao entre as respostas imunoldgicas
dos animais de companhia e de seus respectivos donos, utilizando um teste Exato de
Fisher. As chances de resposta imunologica das populagdes indigenas, tanto no
consumo de carne de caga quanto na tutela de animais de companhia que apresentam
soroprevaléncia a T. gondii, foram calculadas por Odds Ratio. Todos os modelos foram

conduzidos no programa computacional R (R Core Team, 2020).

5 RESULTADOS

Foram coletadas 631 amostras humanas, sendo 463 indigenas e 168
profissionais de saude de contato. A soropositividade dos indigenas foi superior em
relagéo aos profissionais de saude em ambas classes de anticorpos pesquisados (IgG
e IgM) (Tabela 2).

Tabela 2. Soropositividade de anticorpos anti- Toxoplasma gondii em indigenas e profissionais da saude
de contato em comunidades indigenas da regido litoral do estado do Parana e Centro-Sul de S&o Paulo.

Categoria N positivos IgM (%) positivos IgG (%)
Indigenas 463 11 (2.37) 225 (48.59)
Profissionais de saude de contato 168 3(1.78) 67 (39.88)

Em relagcdo aos indigenas, no geral 2,37% (11/463) e 48,59% (225/463)
apresentaram anticorpos de classe IgM e IgG, respectivamente, com titulacdo de 16
em IgM e variacao de 16 a 1024 em IgG. As aldeias que nao apresentam saneamento
registraram uma soropositividade de 6.17% (10/162) e 87% (141/162) para anticorpos
das classes IgM e IgG, respectivamente. Em contraste, observamos que as aldeias

gque apresentam saneamento registram uma menor soropositividade em ambas
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classes de anticorpos (IgM=1/301; IgG=84/301) (Tabela 3). A maior soropositividade
entre as aldeias para anticorpos de classe IgM foi registrada na aldeia Kuaray haxa
5/18 (27.77%), seguida de Araca-i 5/72 (6.94%) e Kopenoty 1/125 (0,8%), as demais
aldeias néo apresentaram amostras positivas para IgM (Tabela 3). Os resultados de
soropositividade para anticorpos de classe IgG, apontam a aldeia Araca-i 66/72
(91.66%) com maior soropositividade, seguida de Guaviraty 19/20 (90.47%), Kuaray
haxa 15/18 (83.33%), Tekoa Pidoty 18/22 (81.81%), Tupa Nha Kreta 23/29 (79.31%),
Teregua 19/47 (40.42%), Ekerua 18/56 (32.14%), Kopenoty 39/125 (31.20%) e
Nimuendaju 8/73 (10.95%). (Tabela 3).

Tabela 3. Soropositividade de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em populagdes indigenas do estado
do Parana e Séo Paulo.

Aldeia N N positivos IgM (%) N positivos IgG (%)
Aldeias que ndao apresentam saneamento de agua
Araca-i (PR) 72 5 (6.94) 66 (91.66)
Tupd@ Nha Kreta (PR) 29 - 23 (79.31)
Guaviraty (PR) 21 - 19 (90.47)
Kuaray haxa (PR) 18 5(27.77) 15 (83.33)
Tekoa Pidoty (PR) 22 - 18 (81.81)
Total 162 10 (6.17) 141 (87.03)
Aldeias que apresentam saneamento de agua
Kopenoty (SP) 125 1(0.8) 39 (31.20)
Teregua (SP) 47 - 19 (40.42)
Ekerua (SP) 56 - 18 (32.14)
Nimuendaju (SP) 73 - 8 (10.95)
Total 301 1(0.33) 84 (27.90)
Total geral 463 11 (2.37) 225 (48.59)
*PR - Parana
SP - Sdo Paulo

Em relagdo a soropositividade entre os profissionais de saude de contato, os
profissionais de nivel alto de contato 3/54 (5.55%) foram soropositivos para IgM com
titulacdo de 16, para IgG registramos 37/54(68.51%) das amostras positivas, com
variacgao de titulos de 16 a 256. As categorias de médio e baixo contato registraram
respectivamente 24/79 (34.17%) e 3/35 (8.57%) das amostras positivas, apresentando
soropositividade somente para classe de anticorpos IgG, com variacao de titulos de
16 a 1024 (Tabela 4).
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Tabela 4. Soropositividade de anticorpos anti-Toxoplasma gondii entre as diferentes categorias de
profissionais de contato nas aldeias do estado do Parana e Sao Paulo. Sendo (P1) Profissional nivel
alto de contato, (P2) Profissional de nivel médio de contato, (P3) Profissional de nivel baixo de contato.

Categoria N positivo IgM positivo IgM positivo IgG positivo IgG
P1 54 3 5.55 37 68.51
P2 79 - - 27 34.17
P3 35 - - 3 8.57
Total 68 3 1.78 67 39.88

Em geral, 38.33% dos caes coletados (97/253) apresentaram anticorpos de

classe IgG contra T. gondii, com titulagcdo variando de 16 a 256. A ocorréncia de

anticorpos anti-T.gondii nos caes diferiu entre as aldeias observadas, a maior

soropositividade foi registrada em Kuaray haxa 10/11 (90.9%) e a menor em Teregua

2/33 (6.06%) (Tabela 5). Nos caes de aldeias sem saneamento observou-se uma

soropositividade de 60,46% (52/86) contrastando com os caes de aldeias que

apresentam saneamento, que registraram 26,94% (45/167) (Tabela 5).

Tabela 5: Soropositividade de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em caes ocorrentes nas comunidades
indigenas da regido litoral do estado do Parana e Centro-Sul de Sao Paulo.

Aldeia positivo IgG (%) Titulagao (%)
positivo
1:16 1:64 1:256
Aldeias que nao apresentam saneamento de agua
Araca-i (PR) 23/34 67.64 52.17 39.14 8.69
Tupa Nha Kreta (PR) 8/18 44 .44 25 75 -
Guaviraty (PR) 1/8 12.5 100 - -
Kuaray haxa (PR) 10/11 90.9 40 60 -
Tekoa Pidoty (PR) 10/15 66.6 20 80 -
Total 52/86 60.46 - - -
Aldeias que apresentam saneamento de agua
Kopenoty (SP) 13/56 23.2 69.24 30.76 -
Teregué (SP) 2/33 6.06 100 - -
Ekerua (SP) 20/44 454 85 15 -
Nimuendaju (SP) 10/34 294 60 40 -
Total 45/167 26.94 - - -
Total geral 97/253 38.33 - - -
*PR - Parana
SP - Sao Paulo

Populacdes de aldeias que ndo possuem saneamento de agua apresentam

maior soroprevaléncia de T. gondii que populacdes de aldeias que possuem este



saneamento, tanto para indigenas (GLMM; z = -7.153; p <0.001), quanto para animais
de companhia (GLMM; z = -2.405; p = 0.0162) (Tabela 6; Figura 4A).

Tabela 6. Analise de Modelo Linear Generalizado Misto através dos dados de soropositividade de
indigenas, seus céaes e profissionais de saude contato.

Grupo Tratamento Estimativa Std.Error zvalor p
Intercept 1.9970 0.3233 6.1773  <0.001*
Indigenas
Saneamento -2.9767 0.4162 -7.153 <0.001*
i Intercept 0.3613 0.4452 0.812 0.4170
aes
Saneamento -1.5276 0.6352 -2.405 0.0162 *
Intercept -0.9445 0.3544 -2.665 0.0077 *
Saneamento -15.8615 6.5541 -2.420 0.0155*

Consumo de ) ¢o-5 04228  2.099  0.0358*
Profissionais de contato agua
Saneamento X

Consumo de 15.2255 6.5680 2.318 0.0204 *
agua

*estatisticamente significativo

Profissionais que atuam em aldeias sem saneamento apresentam maior
soroprevaléncia que profissionais que atuam em aldeias com saneamento (GLMM; z
= -2.420; p = 0.0155). Profissionais que se dispdem a consumir agua nas aldeias
apresentam maior soroprevaléncia que profissionais que nao se dispdem a consumir
agua (GLMM; z = 2.099; p = 0.0358). Profissionais que ndo bebem agua em aldeias
sem saneamento apresentam maior soroprevaléncia que profissionais que ndo bebem
agua em aldeias com saneamento (GLMM; z = 2.318; p = 0.0204) (Figura 4B).

O consumo de carne de cacga por indigenas ndo apresentou associagao com a
soroprevaléncia desta populagdo (OR=1.09; Chi-square = 0.75). A soroprevaléncia em
indigenas estd associada a soroprevaléncia nos seus respectivos animais de
companhia (caes) (OR=25.88; Fisher exact test <0.001).
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Figure 4. Infeccao por Toxoplasma gondii em aldeias indigenas, sendo A) indigenas e animais (cao) em
aldeias com saneamento de agua e aldeias sem saneamento de agua B) Profissionais de saude de
contato, | = atuam em aldeias sem saneamento e consumem a agua; Il = atuam em aldeia sem
saneamento e ndo consumem a agua; lll = atuam em aldeias com saneamento e consomem a agua; IV
= atuam em aldeias com saneamento e ndo consomem a agua.

Em relacdo as amostras ambientais uma de 270 (0.37%; 1/270) foi positiva para

presenca do gene 18S rDNA de parasitas Apicomplexa (Figura 5).
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Figura 5. Analise por eletroforese em gel de agarose 2%. Onde 1. Controle positivo (vermelho), 2-19
amostras negativas (preto), 20. Amostra amplificada (azul).

A amostra foi registrada da aldeia Araca-i (3.33%; 1/30) (Tabela 7). A amostra
positiva apresentou 100% de semelhanga com as sequéncias do T. gondii gene
18rDNA (numeros de referéncia KX 008024.1 a KX008033.1). A amostra positiva foi
observada na aldeia que pertencente ao grupo de aldeias que ndo apresentam
saneamento, indicando a contaminagao ambiental por T. gondii. As demais amostras

foram negativas para presenca de oocisto de T. gondii (Tabela 7).
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Tabela 7. Contaminagdo ambiental com oocistos de Toxoplasma gondii. em aldeias indigena
localizadas nos estados do Parana e Sdo Paulo, regido sul do Brasil
Localizacao

Area de
Escola Posto de saude recreacao Total
Parana
Tekoa Pidoty 0/10 0/10 0/10 0/30 (0%)
Kuaray haxa 0/10 0/10 0/10 0/30 (0%)
Araga-i 110 0/10 0/10 1/30 (3.33%)
Tupa Kreta 0/10 0/10 0/10 0/30 (0%)
Guaviraty 0/10 0/10 0/10 0/30 (0%)
Sao Paulo
Kopenoty 0/10 0/10 0/10 0/30 (0%)
Teregud 0/10 0/10 0/10 0/30 (0%)
Ekerua 0/10 0/10 0/10 0/30 (0%)
Nimuendaju 0/10 0/10 0/10 0/30 (0%)
Total Geral 1/90 0/90 0/90 1/270 (0.37%)

A genotipagem da cepa nao possivel da amostra positiva devido a quantidade

insuficiente de DNA.

6 DISCUSSAO

O presente estudo representa a primeira investigacdo de T. gondii com uma
abordagem de One Health em populagdes indigenas brasileiras, seus cées e
profissionais de saude de contato. Essa abordagem é adequada em ambientes de
comunidades indigenas, alinhando-se com contextos culturais e comunitarios, assim
One Health € um campo de pesquisa emergente principalmente em relagdo a saude
indigena, estudos com essa abordagem em populagdes indigenas na América do Sul
s&o escassos, indicando a necessidade de aumentar nessa regido (RILEY et al.,
2021).

Na América do Sul, destaca-se um estudo com abordagem One Health
realizado para investigar um surto de toxoplasmose em comunidades indigenas na
Guiana Francesa (BLAIZOT et al, 2020). A frequéncia bruta observada nas
populacdées humanas foram 37% com sorologia compativel para toxoplasmose aguda
e 18,5% na fase crénica, esses resultados sendo superiores na fase aguda e inferiores

na fase crénica em comparacédo com os resultados aqui apresentados, demostrando
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gue a populacao aqui avaliada ndo sugere um surto recente para toxoplasmose. Os
autores apontam a falta de fonte de agua seguras associadas a domesticacao de gatos
como fatores relacionados com os resultados encontrados (BLAIZOT et al., 2020).

Os resultados aqui apresentados mostraram que a frequéncia da
soropositividade bruta nas populagcées indigenas investigadas é semelhante em
comparagao aos resultados mais recentes encontrados nas populacdes indigenas
brasileiras (AMENDOEIRA et al., 2003; SOBRAL et al., 2005; BORGUEZAN et al.,
2014; SANTOS et al, 2019). Entretanto, os resultados das frequéncias da
soropositividade de anticorpos IgM e IgG registradas nas aldeias que apresentam rio
ou nascente como fonte abastecimento de agua foram superiores aos trabalhos
anteriormente descritos e também maiores em relacao as aldeias aqui avaliadas que
detém pocos artesianos como fonte de recurso hidrico. Esses resultados sugerem que
o sistema de abastecimento de agua pode estar relacionado com as altas frequéncias
observadas nas aldeias que detém rio ou nascente como fonte de recurso hidrico.

A toxoplasmose vem sendo considerada uma principais zoonoses transmitidas
por alimentos, em particular a ingestdo de carne crua ou mal cozinha (TENTER,
2009). Em populagdes indigenas esse fato € corroborado em um estudo em
populagdes indigenas Ticuna, que apresenta aldeias com distintos habitos
alimentares, registrando menores titulos em aldeias que detém o consumo de peixe
como principal proteina animal (LOVELACE, MORAES, HAGERBY, 1977). Contudo,
no Brasil os surtos de veiculagdo hidrica acometeram um quantitativo maior de
individuos em comparados aos relacionados com ingesta de produtos de origem
animal (LOPES, BERTO, 2012). A maioria dos surtos nas ultima décadas destacam
a agua como principal via de transmissao para a toxoplasmose (FERREIRA et al.,
2018), registando que a auséncia de tratamento da agua tem sido vinculada como
uma importante fonte de infec¢do, em particular em regiées com perfil socioecémico
baixos (BAHAI et a., 2003).

Os resultados encontrados em um estudo com populagdes indigenas
Enawené-Nawé (Mato Grosso-BR) cooroboram com a vinculacdo da transmissao
pela agua/ambiente. A alta soropositividade (IgG= 80.4%) observada na comunidade
indigena isolada, com habitos alimentares que excluem a carne vermelha e nao
registram animais domésticos, sugerem a contanacao de colecbes de agua e do solo

por felinos silvestres como principal veiculo de transmissdo da toxoplasmose
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(AMENDOEIRA et al., 2003). Em um estudo comparativo entre as populacoes
indigenas Titiyo (Para-BR) e Waiapi (Amapa-BR), que incluem em sua dieta o
consumo de carne vermelha, com os indigenas Enawene-Nawém, registrou-se uma
frequéncia de soroposividade em Titiyo (IgG= 55.6%) e Waiapi (IgG =59.6%), inferior
em comparacao a populacao Enawene-Nawé (SOBRAL et al., 2005).Outro estudo
em populagées indigenas, realizada na comunidade Haliti-Paresi, registrou uma
soropositivade de 3,4% e 66,9% em anticorpos das classes IgM e IgG,
respectivamente. Os autores apontam que além do habito de caga, o consumo de
agua diretamente de fontes de acumulagao compreende um fator de exposicao ao T.
gondii, destacando a presenca de felinos préximos dos rios, podendo estar
contribuindo para a contaminagdo na agua por meio de oocistos nao esporuladas
eliminados nas fezes, fato que corrobora foi o registro de 45% das criangas menores
de cincos anos soropositivas para IgG anti- T. gondii, sugerindo que as criangas
podem ter adquirido a infec¢ao por ingerir agua contaminana, visto que as criangas
nessa idade ndo consomiam carne (SANTOS et al., 2019).

Em um estudo realizado na populacao indigena populagao indigena lauareté
(Amazonas-BR) os autores também destacam que a atividade de caga pode
representar um fator de risco para infeccdo e estar relacionada com alta
soropositividade observada (IgG=76,5%). Entretanto, durante o estudo nao foi
observado se ocorre o consumo de carne mal-cozida. Atribuindo o baixo saneamento
e higiene precaria, bem como o consumo de agua nao filtrada como fatores
relacionados aos resultados encontrados (BOIA et al., 2008) .

A alta soropositividade observada nas populagdes indigenas nas aldeias sem
saneamento de agua pode estar relacionada com a fonte de agua potavel para o
consumo. Além disso, a presenca de gatos domésticos nas residéncias e felideos
silvestres proximos as aldeias € considarado um fator de risco para a toxoplasmose,
possivelmente contaminando depdsitos de agua utilizados para o consumo nas
aldeias (BORGUEZAN et al., 2014). As aldeias aqui avaliadas apresentaram gatos
domeésticos nas residéncia, nossos resultados sugerem que a presenca de pocos
artesianos nas aldeias podem atuar como fator de protecao para a toxoplasmose.
Apesar do poco arterisiano nao eliminar os oocistos de T. gondii sugerimos que 0s
pocos artesianos representam uma barrreira fisica e assim evitam que felinos possam
depositar suas fezes, possivelmente contamiando a agua para consumo. Em

consequéncia, as aldeias que apresentam saneamento de agua detém uma baixa
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soroposividade em comparag¢ao com as aldeias que ndo apresentam saneamento.

Nossos resultados acerca dos profissionais de saude de contato representam
os primeiros relatos na literatura sobre a toxoplasmose nesta categoria de
profissionais. Nao foram encontrados estudos relacionados a incidéncia da
Toxoplasmose sobre os profissionais aqui considerados de alto e médio contato,
como médicos e enfermeiros. Em estudo que abordou a soroprevaléncia de
anticorpos anti-T. gondii com estudantes de medicina veterinaria (Mato Grosso do Sul
- BR) destacou uma soroprevaléncia de 44/145 (30,4%), os principais fatores derisco
associados foram o consumo de alimentos crus e/ou a proximidade de veterinarios
com os animais de companhia. Entretanto, a unica relagcao significativa encontrada
no estudo foi a proximidade desses profissionais com gatos, que sdo os hospedeiros
definitivos do parasito (DE ARAUJO et al., 2000). Em contrapartida, os resultados
aqui apresentados demonstram o consumo de agua nas aldeias um fatorde risco para
a Toxoplasmose. Além disso, apontam que a atuacdo em aldeias indigenas com
saneamento de agua diminui a possibilidade de contagio desses profissionais.
Apesar desse resultado ser coerente com o esperado, é de suma importancia que
mais estudos acerca da incidéncia dessa doencga sobre os profissionais de saude
sejam desenvolvidos. Isso, para que sejam realizadas discussdes mais profundas
sobre o0 assunto e permitindo um entendimento melhor da Toxoplasmose e seus
fatores facilitadores.

Os resultados aqui apresentados sobre a frequéncia de anticorpos anti- T.
gondii em caes de aldeias indigenas também sugerem a dgua como fator de risco para
a toxoplasmose. Em um estudo realizado em aldeias habitadas pelas etnias Tapirapé
e Karaja no estado do Mato Grosso (BR) e Para, respectivamente (BR) apresentam
frequéncias superiores aos resultados aqui apresentados, os autores apontam a idade
dos animais, habitos de caca e condi¢des de higiene como os fatoresrelacionados com
as altas frequéncias encontradas (MINERVINO et al., 2012). Em umestudo que avaliou
populagdes caninas ao longo do rio Pirus, no Amazonas (BR), registrou 53,8% dos
caes de aldeias avaliados positivos para T. gondii, associando a idade dos animais
como principal fator de risco, indicando a existéncia de exposi¢ao pds-natal (BASANO
et al., 2016)

Nossos resultados sugerem uma correlacdo entre a soropositividade dos
indigenas e seus caes, no estudo realizado em comunidades indigenas localizadas no

nordeste de Taiwan apontam a atividade de caca como fator relacionado a alta
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soroposividade compartilhada entre indigenas e seus animais, sugerindo que o
consumo de carne crua e/ou mal passada entre humanos e caes é a principal forma
de transmissdo da toxoplasmose nesta populacdo (FAN et al., 1998). Nas aldeias
avaliadas no presente estudo a caca nao representou um fator de risco para
transmissdao da toxoplasmose, no entanto os resultados encontrados também
demonstram uma estreita relacao entre indigenas e seus caes, corroborando com fato
dos caes comunitarios atuarem como sentinelas para a toxoplasmose
(CONSTANTINO et al., 2016), em particular pelo compartilhamento alimentos e agua
contaminada (MEIRELES et al., 2004).

Os resultados aqui apresentados em relacdo a deteccdo de T. gondii em
amostras de solo em comunidades indigenas, foram inferiores aos resultados
encontrados nas comunidades indigenas da Guina Francesa (BLAIZOT et al. 2020),
contudo a investigagcdo dos autores representa um cenario de surto, diferindo dos
resultados aqui registrados, demonstrando em consonancia com os resultados de
sorologia, com maior soropositividade para anticorpos de fase cronica, assim
sugerindo que as populagoes indigenas avaliadas ndo se encontram em situacao de
surto para doenca. Em consonancia a presengca da amostra positiva na aldeia
desprovida de saneamento ndo sugere um surto, pois 0s oocistos esporulados podem
se manter infectivos no solo por até 18 meses sob diversas temperaturas (FRENKEL
et al.,1975). Além disso, a amostra foi registrada na area pertence a escola, a presenca
de oocisto de T. gondii em ambientes escolares foi relatada em escolas publicas de
ensino fundamental da regiao noroeste do estado de Sdo Paulo (BR) (SANTOS et al.,
2010). E valido ressaltar a ocorréncia da amostra positiva na aldeia indigena
desprovida de saneamento de agua, este resultado reforca a hipdtese da
contaminacdo ambiental e estreitando as vias de contaminag&o por oocistos no
ambiente, podendo n&o contaminar apenas a agua, mas também os vegetais
consumidos (FERREIRA et al., 2018).

Por fim, nossos resultados apontam a importancia do saneamento de agua nas
populacgdes indigenas, em adicdo programas educativos que visem mitigar a
contaminacao ambiental com T. gondii e agcdes de manejo de animais contribuiram

para reducao da toxoplasmose nestas comunidades.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O saneamento de agua destaca-se como fator de risco associado a
soropositividade encontrada nas aldeias avaliadas. Em consequéncia temos que a
atuacéo de profissionais de saude de contato que aldeias indigenas com saneamento
de agua diminui a possibilidade de contagio desses profissionais. A correlagcao
observada entre indigenas e seus caes sugere que esses animais atuem como
sentinelas para a toxoplasmose, principalmente devido ao consumo de agua
compartilhada. O registro da amostra positiva na aldeia desprovida de saneamento de
agua retrata a contaminacdo ambiental. Por fim, destacamos que estudos com
abordagem em Saude Unica podem dar subsidios para a implementacao de politicas

publicas que visem a reducao da circulagao de patégenos em aldeias indigenas.
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ANEXOS
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ANEXO |
FIGURA SUPLEMENTAR 1
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Figura Suplementar 1. Coleta das amostras de sangue nas comunidades indigenas, onde A) Coleta de
amostra humanas B) Coleta de amostras caes.
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ANEXO 1
FIGURA SUPLEMENTAR 2
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Figura Suplementar 2. Coleta de amostas de solo nas comunidades indigenas.
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ANEXO 1l
FIGURA SUPLEMENTAR 3
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Figura Suplementar 3. Detecgao soroldgica de anticorpos anti-T.gondii, onde A) Lavagens das |laminas
com solucgao salina (PBS pH7.2) B) Aplicacao dos anticorpos secundarios C) Secagem das laminas pos
incubacdo D) Avaliagdo em microscépio de Imunofluorescéncia.
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ANEXO IV
FIGURA SUPLEMENTAR 4
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Figura Suplementar 4. Extracdo de DNA das amostras de solo coletadas nas comunidades indigenas.
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