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RESUMO

GAVA, M.ZEE. Infeccdo pelo Toxoplasma Gondii em Pessoas Vivendo com
HIV/Aids: Sororreatividade e Perfil Clinico. 2022. 64 f. Dissertacao (Mestrado em
Doengas Tropicais) - Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, 2022.

A toxoplasmose é uma das principais infec¢des oportunistas que afetam as pessoas
vivendo com HIV/Aids (PVHA), levando a alta taxa de morbidade e mortalidade. Diante
da importancia da toxoplasmose, tornou-se imprescindivel o levantamento de dados
epidemiologicos referentes a infeccédo pelo T. gondii, principalmente, em relacdo ao
impacto para saude publica. O presente estudo objetivou avaliar a prevaléncia de
exposicéo e a presenca de doenca ativa por T. gondii em PVHA, atendidos no Servigo
de Infectologia do Hospital das Clinicas (HC-FMBUnesp) e Servico de Ambulatérios
Especializados de Infectologia “Domingos Alves Meira” (SAEI-DAM), unidade do
complexo médico-hospitalar da Faculdade de Medicina de Botucatu, no periodo marco
de 2020 a janeiro de 2022. Foi realizado um estudo de coorte prospectivo, no qual
uma amostragem de conveniéncia foi estudada, baseando-se no fluxo histérico do
Servico de Infectologia do Hospital das Clinicas, onde os critérios historicos de
inclusédo foram categorizados por dois grupos, sendo eles: Grupo 01 sintomatico para
neurotoxoplasmose (NTX) e Grupo 02 Controle e sem sintomatologia para NTX.
Foram coletadas amostras de soro, que posteriormente foram encaminhas ao
Laboratorio de Diagndstico de Zoonoses (FMVZ-UNESP), para realizacao do exame
de Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). A Quimioluminescéncia foi realizada
no Laboratorio de Sorologia e Endocrinologia do Hospital das Clinicas (HC-FMB-
Unesp). A Reacdo em Cadeia da Polimerase Convencional foi realizada no
Laboratério de Biologia Molecular Aplicada a Zoonoses (FMVZ-UNESP). Dos 10
pacientes, trés (30%) nao foram sororreagentes para pesquisa de anticorpos anti-T.
gondii, tanto na RIFI quanto na quimiluminescéncia. Adicionalmente, 7 (70%)
pacientes dos dois grupos (1 e 2), apresentaram anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii
na primeira coleta em ambas as técnicas soroldgicas, e seis (60%) foram
sororreagentes nas duas técnicas no momento da segunda coleta. No momento da
terceira coleta, 3 (30%) reagiram para 0s dois exames, e mantiveram-se
sororreagentes para os dois exames sorolégicos na quarta coleta. Na pesquisa de
anticorpos IgG anti-T.gondii pela RIFI, o titulo prevalente foi 4096 (50%), seguido por
1024 (30%), e 64 (20%), enquanto que para os anticorpos IgM anti-T.gondii foi 1024
(50%),seguido por 4096 (20%), 64 (10%) e 256 (10%). E na pesquisa de anticorpos
IgG anti-T.gondii pela quimiluminescéncia, o titulo prevalente foi = 3,0 (40%), seguido
por 2,90 (30%), 1,60 (10%), 1,50 (10%) e 1 (10%). E para os anticorpos IgM anti-
T.gondii foi 0,60 (20%),seguido por 70 (10%), 80 (10%) e 90 (10%).Das 10 amostras
de sangue analisadas pela Reacdo em Cadeia da Polimerase convencional, todas
mostraram-se negativas. A realizacdo deste estudo permitiu a determinacéo do perfil
clinico da neurotoxoplasmose em PVHA, podendo contribuir na implementacéo de
estratégias em saude publica, com a finalidade de prevenir a morbidade e mortalidade
associada a essa enfermidade.

Palavras chaves: Neurotoxoplasmose, HIV, Reacdo em Cadeia da Polimerase,
Reacao de Imunofluorescéncia Indireta.



ABSTRACT

GAVA, M.Z.E. Toxoplasma Gondii Infection in People Living with HIV/AIDS:
Seroreactivity and Clinical Profile. 2022. 64 f. Dissertation (Master’s in Tropical
Diseases) - Botucatu School of Medicine, Sdo Paulo State University “Julio de
Mesquita Filho”, Botucatu Campus, 2022.

Toxoplasmosis has the opportunity to increase the birth rate of people living with
HIV/PLHA. Given the importance, it became necessary to survey epidemiological data
related to T. gondii infection, mainly in relation to the impact on public health. The
present study aimed to evaluate the prevalence of exposure and presence of active
disease by T. gondii in PLWHA, treated at the Infectious Diseases Service of Hospital
das Clinicas (HC-FMBUnesptorios) and Specialized Infectology Outpatient Service
“‘Domingos Alves Meira” (SAEI DAM medical-hospital unit of the Faculty of Medicine
of Bot, in the period of March 202020202. Service of Infectious Diseases Hospital das
Clinicas, where the two historical symptoms of inclusion were categorized into two
groups, namely: Symptomatic Group 01 (NTX) and Group 02 Control and semtology
for NTX. Serum samples were collected, which were later sent to the Zoonoses
Laboratory (FMVZ-UNESP), for the Indirect Immunofluorescence (IRFI) test.
Chemiluminescence was performed at the Hospital's Serology and Endocrinology
Laboratory das Clinicas (HC-FMB-Unesp) The Conventional Polymerase Chain
Reaction was performed at the Laboratory of Molecular Biology Applied to Zoo noses
(FMVZ-UNESP). Of the 10 patients, three (30%) were not tested for anti-T. gondii, both
in IFAT and in chemiluminescence. Additionally, 7 (70%) patients in both groups (1
and 2) had IgG and IgM anti-T. gondii in the first collection in both serological
techniques, and six (60%) were seroreactive in both techniques at the time of the
second collection. At the time of collection, 3 (30%) reacted to both tests, and remained
seroreactive for both serological tests in the fourth collection. In the search for IgG anti-
T.gondii by the IFAT, the prevalent titer was 4096 (50%), followed by 1024 (30%), and
64 (20%), and while for IgM anti-T.gondii it was 1024 ( 50%), followed by 4096 (20%),
64 (10%) and 256 (10%). And in the search for IgG anti-T.gondii by
chemiluminescence, the titer was = 3.0 (40%), followed by 2.90 (30%), 1.60 (10%),
1.50 (100%) %) and 1 (10%). And for anti-T.gondii IgM it was 0.60 (20%), followed by
70 (10%), 80 (10%) and 90 (10%). Conventional polymerases, all of them conventional
polymerases. The implementation of this metamorphosis study to determine the
clinical profile of PLWHA can contribute to the implementation of strategies in public
health, in order to prevent morbidity associated with this disease.

Keywords: Neurotoxoplasmosis, HIV, Polymerase Chain Reaction, Indirect
Immunofluorescence Reaction.
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1 INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma zoonose causada pelo Toxoplasma gondii (T.gondii),
protozoario intracelular obrigatério, de ciclo de vida facultativamente heteroxeno. E
uma das enfermidades mais comuns existentes, e afeta todos os animais
homeotérmicos, incluindo humanos. A infec¢cdo aguda por T.gondii é geralmente
subclinica na maioria dos individuos imunocompetentes, e raramente esta associada
a manifestacgdes clinicas graves. Entretanto, a neurotoxoplasmose (NTX) é causada
guase que exclusivamente pela reativacéo de cistos cerebrais latentes e pode causar
consequéncias graves em pacientes imunossuprimidos, especialmente em Pessoas
Vivendo com HIV/Aids (PVHA) (KODYM, et. al., 2015; DUNAY, et al., 2018; VIDAL,
2019).

Considerada uma das principais infeccées oportunistas do Sistema Nervoso
Central (SNC) em individuos com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Aids),
sendo responsavel por 50% a 70% de todas as lesGes cerebrais focais ou
disseminadas, podendo levar ao déficit neurolégico, coma e morte. A encefalite por T.
gondii geralmente manifesta-se nos estagios finais da AIDS, quando as contagens de
CD4 estado abaixo de 200 células/mm3, e os pacientes com contagens de CD4 abaixo
de 50 células / mm3 apresentam maior risco (CDC, 2018; FARD, et al., 2020).

As manifestacdes clinicas variam de acordo com a topografia e quantidade de
lesBes cerebrais, bem como com a presenca de hipertensdo intracraniana. Sendo
assim, pacientes com NTX apresentam cefaleia e evolucao insidiosa de sinais focais,
geralmente dias ou semanas, tais como, febre, convulsdes e alteracdo do estado
mental. Sinais focais como hemiparesia, disfasia e outras alteragbes motoras sao
comuns, uma vez que as lesées envolvem tipicamente ganglios da base (BRASIL,
2013).

Embora o diagndstico definitivo da NTX envolva a detec¢cao do agente tecidual
em biopsia cerebral, esta fica restrita aos casos que nao apresentaram melhora clinica
com tratamento empirico, ou melhora em exame de imagem, como por exemplo, a
tomografia computadorizada (TC) ou a ressonancia nuclear magnética (RNM).
Recomenda-se, portanto, que todas as PVHA que apresentem sinais clinicos
compativeis, sorologia reagente e exame de imagem sugestivo de NTX sejam tratadas
empiricamente para essa infec¢cao (BRASIL, 2013; FARD, et al., 2020).
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A TC de cranio com e sem contraste endovenoso € 0 exame de imagem
preferencial para o diagnostico de NTX, em razdo da sua maior disponibilidade na
pratica clinica. Entretanto, a RNM € mais sensivel para identificar lesdes,
especialmente quando localizadas em fossa posterior. Sua utilizagédo para diagnostico
de NTX é reservada para casos que apresentem manifestacdes clinicas de lesbes
focais, porém com TC de cranio normal. Sendo assim, o diagnostico de NTX é um
desafio na pratica clinica (BRASIL, 2016; VIDAL, 2019).

2. REVISAO DE LITERATURA

T. gondii pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia,
familia Sarcocystidae, género Toxoplasma. Pode parasitar qualquer célula nucleada,
contudo, apresenta predilecdo por macréfagos e monécitos. Apresenta morfologia em
forma de arco, como uma meia-lua (OLIVEIRA, 2016; SILVA; SILVA, 2016).
Evidéncias epidemiolégicas mostram que um terco da populacdo mundial esteve em
contato com o parasita (SHEN, et al., 2016).

Em seu ciclo de vida sao identificados dois hospedeiros: os felideos, que sao
os hospedeiros definitivos, que apresentam papel epidemiolégico de extrema
importancia, e os humanos, demais mamiferos e aves, que sdo hospedeiros
intermediarios. Seu ciclo inclui a fase sexuada do parasita, que ocorre no trato
gastrointestinal dos felideos, e a fase assexuada, nos hospedeiros intermediarios. A
fase sexuada origina oocistos infectantes, enquanto a assexuada produz taquizoitos
(fase proliferativa) e, eventualmente, bradizoitos (forma latente) (FONTOURA, et al.,
2016).

Ha trés diferentes fases infecciosas no ciclo de vida do parasita, sendo elas:
taquizoitos, que sdo encontrados em células nervosas, musculares, pulmonares,
hepéticas e sistema fagocitico mononuclear, além de liquidos e excrecbes. Os
bradizoitos sdo encontrados durante a fase cronica da infec¢cdo dentro do vacuolo
citoplasmatico da célula, cuja membrana configura uma capsula do cisto tecidual. Os
cistos teciduais sao localizados predominantemente no sistema nervoso central
(SNC). Esporozoitos sdo encontrados dentro dos oocistos esporulados, que séo a
forma de resisténcia e de disseminacédo do parasita para humanos, aves, animais

domeésticos e selvagens. Os oocistos sao produzidos nas células intestinais de
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felideos ndo imunes e eliminados imaturos junto com as fezes. (FOROUTAN-RAD, et
al., 2016; SILVA,; SILVA, 2016).

Toxoplasma gondii, induz uma resposta imune consistente e duradoura que
busca o controle da proliferacéo dos taquizoitos. A resposta imune inata, representada
por macrofagos, células “natural killer” (NK) e células polimorfonucleares atuam na
primeira linha de defesa do organismo. A imunidade celular, mediada pelos linfécitos
T, atua como mecanismo de defesa contra micro-organismos que sobrevivem dentro
de fagdcitos ou células ndo-fagociticas infectadas, onde estao protegidas da acdo de
anticorpos. Por ser um parasita intracelular obrigatério, a imunidade adquirida humoral
mediada por células é a principal defesa do hospedeiro contra a infeccao pelo T.
gondii. Dessa maneira, a infec¢do estimula também a producdo de anticorpos IgG,
IgM, IgA e IgE que, além de serem utilizados para o diagnéstico da infeccdo pelo
parasita, parecem contribuir na primeira barreira de defesa (CORDEIRO, et al., 2010).

A infecgdo € adquirida principalmente pela ingestédo de carne suina e ovina crua
ou mal cozida, contendo cistos teciduais, ou pela ingestdo de alimentos e agua
contaminados, manipulacéo de carne crua, ingestao de leite cru, jardinagem sem uso
de luvas, exposicdo ao solo contaminado, contato com fezes de felideos
contaminadas, e infeccdo vertical. O curso da infeccdo primaria é geralmente
subclinico. A grande maioria da populacdo humana infectada permanece
assintomatica e alguns pacientes apresentam sintomas leves. No entanto, a infec¢éo
pode causar morbidade e mortalidade significativas. A reativagao da infecgdo latente
ocorre em pacientes imunocomprometidos, causando doenca fatal, especialmente
encefalite (COLOMBO, et al., 2010; OLIVEIRA, 2016).

O diagnostico da infeccéo aguda ou da exposicao previa, pode ser estabelecido
por exames sorolégicos, uma vez que a producdo de anticorpos pelo organismo
infectado € intensa e precoce, e estdo disponiveis testes de boa sensibilidade e
especificidade. Diversas provas soroldgicas tém sido preconizadas para o diagnéstico
da toxoplasmose, sendo elas: Reacdo de Sabin-Feldman (SF), reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA), método de
aglutinagéo direta modificada (MAT), reacdo de fixacdo de complemento (FC) e
reacao de hemaglutinacao indireta (HI) (SILVA; SILVA, 2016). Modernamente podem
ser utilizados os testes de quimioluminescéncia de alta sensibilidade, que detecta
anticorpos anti-T. gondii por meio de imunoglobulinas anti-lgG ou anti-lgM marcadas

com composto luminescente (MARQUES, et al., 2015).
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Na toxoplasmose aguda em pacientes imunocompetentes o diagnostico é
realizado pela deteccédo de anticorpos IgM anti-T. gondii, sendo que nesses pacientes
a manifestacédo clinica predominante € da Sindrome da Mononucleose Infecciosa
simile (Mono-like), caracterizada por adenomegalia generalizada de carater agudo ou
subagudo, febre, faringite e rash cutaneo (TAMEGA, et al., 2016).

Atualmente, a principal populacéo vulneravel a reativacéo da infeccéo latente
pelo Toxoplasma gondii s&o as pessoas vivendo com HIV/Aids (PVHA), pelo risco de
imunossupressao celular causada pela enfermidade. Nessa populagdo a maior parte
dos pacientes que recidiva apresenta-se sororreagente a anticorpos da classe IgG
anti-T. gondii, sendo assim na suspeita clinica de reativacdo da doenca é necessario
a investigacéo sorologica (ANARADHA; PREETHI, 2014).

O tratamento recomendado pelo Ministério da Saude (2019) é a associacao de
antimicrobianos, sendo a primeira opcdo a sulfadiazina e pirimetamina ou
alternativamente sulfametoxazol + trimetoprima. No caso de gestantes, usa-se
espiramicina ou clindamicina, e na forma ocular da doenca, e utiliza-se prednisolona

em associagao aos antimicrobianos para reduzir a necrose e a inflamacao.

2.1 Infeccéo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana/ Imunodeficiéncia
Adquirida (Aids)

Os primeiros relatos da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Aids) foram
publicados em meados de 1981 na Califérnia-Estados Unidos, quando foram
notificados ao Centros de Controle e Prevencao de Doencas (CDC) pacientes adultos
do sexo masculino, homossexuais que apresentavam sarcoma de Kaposi, pneumonia
por Pneumocystis jirovecii e comprometimento do sistema imune, o0 que levou a
conclusao de que se tratava de uma nova doenca, ainda néo classificada, de etiologia
provavelmente infecciosa e transmissivel (GOTTLIEB, et al., 1981; COCK, et al.,
2012).

Em 1983, o agente etiologico da imunodeficiéncia humana (HIV) foi identificado
como uma particula esférica, de 100 a 120 nm de diametro, pertencente ao género
Lentivirinae e familia Retroviridae, apresentando em seu ndcleo duas copias de RNA
de cadeia simples, encapsuladas por uma camada proteica ou nucleo-capsideo,
capsideo e um envelope externo composto por uma bicamada fosfolipidica. O genoma

do HIV inclui trés principais genes que codificam as proteinas estruturais e enzimas
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virais: gag, env e pol (GALLO, et al., 1984; BRASIL, 2016; RACHID; SCHECHTER,
2017).

A maioria das infec¢des pelo HIV-1 ocorre a partir das mucosas do trato genital
ou retal durante a relacéo sexual. Nas primeiras horas apés a infec¢éo pela via sexual,
o HIV e células infectadas atravessam a barreira da mucosa, permitindo que o virus
se estabeleca no local de entrada e continue infectando linfécitos T CD4+, além de
macréfagos e células dendriticas. ApOs a transmissao do virus, ha um periodo de
aproximadamente 10 dias, denominado de fase eclipseG, antes que o RNA viral seja
detectavel no plasma (BRASIL,2016).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude - OMS (2020) até fim de
2019 haviam 37,9 milhdes de pessoas vivendo com o HIV em todo o mundo. Além
disto, verificou-se 1,7 milhées de novas infec¢des até o fim de 2018 (Unaids, 2020).
Ja em relacdo ao impacto mundial das doencas oportunistas nessas pessoas por ela
acometidas, elas foram responsaveis por um total de 32 milhdes de mortes desde o
inicio da epidemia, até o fim do ano de 2018 (MELO, et al., 2020). No Brasil, acomete
cerca de 966.058 pessoas, sendo que s6 no ano de 2018 foram diagnosticados 43.941
novos casos da doenca (BRASIL, 2019).

Pessoas com infeccao pelo HIV sem tratamento podem apresentar um estado
de imunodeficiéncia progressiva que propicia o0 acometimento por doencas
oportunistas indicadoras da Aids. A duracdo dessa laténcia € variavel, porém, em
média, varia entre 8 a 12 anos (BRASIL, 2019; MELO, et al., 2020).

No que diz respeito ao acometimento clinico pela imunossupressao celular, o
Sistema Nervoso Central é o segundo local com maior niumero de manifestacdes
clinicas, atrds apenas do sistema respiratério. Assim é que cerca de 46 % dos
pacientes internados com HIV podem apresentar doencga neuroldgica de diferentes
etiologias (CHRISTO, 2010). O aspecto epidemiolégico das infec¢des neurolbégicas no
SNC, bem como o das demais afec¢Bes oportunistas, esta diretamente relacionado
com a contagem de linfécitos TCD4 (TAN, et al., 2012).

O HIV desencadeia uma grave disfuncédo do sistema imunolégico, a medida
gue vao sendo destruidos os linfécitos T CD4+, uma das principais células alvo do
virus. A contagem de linfécitos T CD4+ é um importante marcador dessa
imunodeficiéncia, sendo utilizada tanto para estimar o progndéstico e avaliar a

indicacao de inicio de terapia antirretroviral (BRASIL, 2019).
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As principais formas de transmissao do HIV séo: sexual, transfusédo sanguinea
ou hemoderivados, usuarios de drogas injetaveis, e vertical. Além dessas formas,
também pode ocorrer a transmissdo ocupacional, ocasionada por acidente de
trabalho, em profissionais da area da saude que sofrem ferimentos com instrumentos
pérfuro cortantes contaminados com sangue de PVHA (BRASIL, 2019).

A infeccdo pelo HIV pode ser diagnosticada por meio da deteccado direta de
componentes do virus, como o antigeno p24 ou com testes moleculares que detectam
RNA ou DNA pro-viral. A deteccdo do antigeno p24 do HIV-1, de RNA ou DNA
desempenha um papel importante quando a deteccdo de anticorpos nao é possivel.
Sao especialmente Uteis para o diagnéstico em criancas com idade inferior a 18 meses
e na infecgdo aguda em adultos. E importante ressaltar que a maioria das pessoas
com infecgcdo aguda apresenta carga viral elevada e, consequentemente, maior risco
de transmitir a infec¢do aos seus parceiros. (BRASIL, 2016).

O diagndstico sorolégico do HIV é amplamente utilizado, pois observa-se que
quase a totalidade dos individuos infectados desenvolvem anticorpos de seis a doze
semanas apos a exposi¢ao ao virus. Os testes soroldgicos rotineiramente utilizados
sdo: ensaios imunoenzimaticos (ELISA), Western blot, Reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) e de quimioluminescéncia. O diagndstico também pode ser realizado
por exames moleculares, como a Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) (RACHID;
SCHECHTER, 2017).

O tratamento atual do HIV é a terapia antirretroviral (TARV), que com o passar
dos anos vem obtendo cada vez mais eficacia em termos de supresséao virologica
sustentada, com a carga viral do HIV consistentemente indetectavel, existe na maioria
dos pacientes um aumento linear de recuperacao imunolégica, com a estimulacdo de
desenvolvimento e proliferacdo de linfocitos T CD4+, com isso, observa-se uma
reducdo importante na incidéncia de doencas oportunistas concomitantes ao HIV.
Devido a esse fato, pode-se considerar que hoje em dia, que uma PVHA com carga
viral indetectavel, tem uma expectativa de vida muito semelhante a uma pessoa sem
essa enfermidade, entretanto, caso o paciente ndo tenha uma adesdo adequada a
TARV a resisténcia pode levar a uma falha na resposta virologica e
consequentemente a uma falha na recuperacdo da resposta imunoldgica,
promovendo a recidiva de infeccbes oportunistas, como a neurotoxoplasmose
(LUNDGREN, et al., 2015).
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2.2 Neurotoxoplasmose em Pessoas Vivendo com HIV/Aids

A neurotoxoplasmose (NTX) é uma das principais doencas oportunistas em
PVHA, cujo CD4 esta menor que 200 céls /mm3, principalmente nos pacientes sem o
uso da TARV e sem a quimioprofilaxia adequada. A doenca promove lesdes cerebrais
focais com efeito de massa no sistema nervoso central (SNC), tendo como leséo
predominante a encefalite necrosante multifocal. Consequentemente acarretando
uma variedade de sequelas capazes de comprometer a realizacdo das atividades
cotidianas (ARAUJO, et al., 2019; VIDAL, 2019).

Os primeiros relatos de neurotoxoplasmose foram descritos no inicio da
epidemia de Aids entre 1982 e 1983. A medida que o nimero de PVHA aumentou, ela
tornou-se uma das infec¢gdes oportunistas mais frequentes e a causa mais comum de
lesbes cerebrais focais nesta populagdo (VIDAL, 2019).

A prevaléncia e a taxa de infeccao por T.gondii em PVHA mostra variabilidade
geografica e geralmente segue a prevaléncia do T. gondii na populacdo em geral. A
prevaléncia de coinfecgdo em paises em desenvolvimento e paises desenvolvidos
varia entre de 55% e 26%, respectivamente. Existem focos de alta prevaléncia na
América Latina, partes da Europa Oriental / Central, Oriente Médio, partes do Sudeste
Asiatico e Africa. Atualmente, NTX relacionada ao HIV continua a ser a causa mais
comum de lesdo cerebral focal, e uma importante causa de morbidade e mortalidade
em PVHA em vérios paises em desenvolvimento (AYOADE; CHANDRANESAN,
2021).

A disponibilidade do TARV reduziu significativamente a incidéncia de
toxoplasmose cerebral em PVHA em paises de alta e média renda. No Brasil, onde a
prevaléncia de HIV na populacdo em geral era de 0,4% em 2014, houve uma queda
acentuada nas taxas de incidéncia de toxoplasmose cerebral (43,6/1000 pessoas-
ano).Entretanto, as taxas de incidéncia de toxoplasmose cerebral observadas no
Brasil sdo superiores as observadas em outros estudos, tanto de outros paises de
renda média como alta, que pode ser relacionadas ao diagnéstico tardio de HIV, nédo
adeséao a TARV, falha na retencdo no atendimento e resisténcia aos medicamentos
antirretrovirais (AYOADE;CHANDRANESAN, 2021).

A disseminacao e persisténcia do parasita estdo intimamente ligadas a uma
resposta imune subsequente, que ndo apenas limita o dano induzido pelo parasita,
mas também pode facilitar a disseminacdo e induzir imunopatologia associada ao
parasita (SCHLUTER; BARRAGAN,2019).
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Apos a ingestdo das formas infectantes, o T. gondii invade o epitélio intestinal
e posteriormente se dissemina por todo o corpo, principalmente para o SNC. As
manifestacbes clinicas em PVHA sdo devido a reativacdo da infeccdo latente a
medida que ocorre a imunossupressao. A toxoplasmose priméria costuma ser
subclinica, mas raramente pode se manifestar sintomaticamente em uma pessoa
imunocomprometida que foi recentemente exposta as formas infecciosas (AYOADE;
CHANDRANESAN, 2021; SCHLUTER; BARRAGAN,2019).

Os disturbios neurologicos em PVHA podem estar ligados a vérios fatores,
tendo em vista que o préprio parasita é capaz de danificar o tecido cerebral. O tempo
para o envolvimento do cérebro depende do sistema imunologico, e outros fatores
sociais, como por exemplo, dependéncia de drogas e abuso de alcool. O T. gondii
também pode se disseminar causando danos ndo apenas ao cérebro, mas também
aos pulmdes, olhos, nédulos linfaticos e ao trato gastrointestinal (AZOVTSEVA, et al.,
2020).

As manifestacdes clinicas da doenca dependem principalmente da topografia
e do numero de lesdes. Os sinais e sintomas mais comuns séo dor de cabeca (38% -
93%), déficit neuroldgico focal (22% -80%), febre (35% -88%), confusdo mental (15%
-52%), convulsBes (19%) -58%), alteracBes psicomotoras ou comportamentais (37%
-42%), paralisia dos nervos cranianos (12% -28%), ataxia (2% -30%) e anormalidades
visuais (8% -19%). Os pacientes também podem apresentar sindrome de hipertenséo
intracraniana e movimentos involuntarios (AZOVTSEVA, et al., 2020; AUN, 2019).

Também se verifica nesses pacientes, alteracdes sensoriomotoras e
comprometimento do equilibrio postural que prejudicam a deambulacéo. A perda da
funcdo fisica apos longo periodo de internacdo hospitalar tem sido relatada na
literatura, principalmente quando ha desordens neuroldgicas associadas (ARAUJO,
2019).

N&o existem testes laboratoriais especificos para o diagnostico na rotina clinica
para a NTX., por conta disso o diagnostico presuntivo € o padrdo ouro, 0 manejo
clinico desses pacientes devendo ser realizado da seguinte forma: Inicialmente pela
confirmacdo da infecgcdo pelo HIV, quadro clinico compativel, tomografica
computadorizada com lesfes sugestivas, de forma auxiliar, o diagndstico presuntivo
também pode levar em consideracdo a contagem de CD4 inferior a 200 cels/mm§,
anticorpo IgG anti-T. gondii reagente nos exames sorologicos para toxoplasmose.

Geralmente os anticorpos IgM anti-T. gondii estdo ausentes, exceto raramente em
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casos de infeccdo primaria. A auséncia de anticorpos IgG anti-T. gondii torna o
diagnoéstico de toxoplasmose improvavel, mas ndo impossivel. O diagndéstico por
imagem, seja por Tomografia Computadorizada (TC), ou pela ressonancia magnética
que demonstrem achados compativeis a doenca, sdo Uteis e recomendados
(AYOADE; CHANDRANESAN, 2021; CDC, 2021).

O diagnostico definitivo pode ser realizado por biopsia cerebral, mas devido a
ser uma técnica invasiva, o diagnostico presuntivo é utilizado na maioria dos casos na
pratica clinica (CDC, 2021). A puncao lombar pode auxiliar no diagnéstico, com
analise do liquido cefalorraquidiano (LCR), que frequentemente mostra pleocitose
mononuclear, proteina elevada e, as vezes, glicose no LCR reduzida. O teste de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para T. gondii no LCR é 100% especifico, mas
apenas 44% a 65% sensivel. Isso sugere que um resultado positivo da PCR do LCR
estabelece o diagndéstico de toxoplasmose cerebral, mas um resultado negativo nao
descarta a enfermidade. Entretanto, nem sempre sera possivel realizar a puncéo do
LCR na fase aguda da doenca, pela existéncia de lesdes expansivas e sinais de
hipertensao intracraniana (CDC,2019).

A demonstracdo do agente etioldégico ndo é realizada na rotina, visto que o
parasito se desenvolve somente em culturas celulares, e os métodos soroldgicos sao
de dificil interpretacdo, por se tratar de reativacdo de infeccdo em individuo
imunossuprimido, tendo valor limitado, pois a positividade nao torna o diagnéstico
mais provavel. Além disso, a biopsia cerebral, para demonstracdo histoldgica do
parasita, € um procedimento invasivo e pouco disponivel na pratica clinica. Com isso,
alguns critérios clinicos, laboratoriais e radioldgicos sao utilizados para definicdo do
diagndstico (ARAUJO, et al., 2019; VIDAL, 2019; AUNG, 2019).

Os principais diagndsticos diferenciais da toxoplasmose cerebral, sdo o linfoma
primario do SNC (ndo-Hodgkin), leucoencefalopatia multifocal progressiva (LEMP) e
deméncia associada a aids, tuberculose, doenca de Chagas, criptococose,
histoplasmose, coccidioidomicose, aspergilose, herpes e cisticercose (ARAUJO, et al.,
2019; VIDAL, 2019; AUNG, 2019).

O tratamento da neurotoxoplasmose em PVHA, consiste em: terapia
antiparasitaria e TARV. A pirimetamina e a sulfadiazina sdo mais comumente
empregadas como primeira opcdo no tratamento, bloqueando sinergicamente e
sequencialmente o metabolismo do &cido folico, que é necessario para o

desenvolvimento do parasita. O acido folinico é frequentemente adicionado, e o
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tratamento inicial dura normalmente seis semanas. Alternativamente pode ser
utilizada a associacao de trimetoprim-sulfametoxazol (AYOADE; CHANDRANESAN,
2021).

3 JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose é uma das principais infec¢cdes oportunistas que afetam as
PVHA, levando a altas taxas de morbidade e mortalidade. Diante da importancia da
toxoplasmose, torna-se imprescindivel o levantamento de dados epidemiologicos e
perfil clinico referentes a infeccdo pelo T. gondii, principalmente, em relacdo ao
impacto para saude publica.

Em estudo realizado por Oliveira (2016), observou-se alta prevaléncia de
anticorpos anti-T. gondii em PVHA. Sendo assim, é de suma importancia a
determinacdo sorologica quanto a toxoplasmose em PVHA, para que seja
determinada a populacdo em risco para o desenvolvimento de neurotoxoplasmose,
uma vez que mais de 95% dos casos ocorrem devido a reativacao da infeccédo latente.

Sabe-se que a neurotoxoplasmose consiste em lesdo cerebral focal, forma
predominante em PVHA no Brasil, tornando-se pertinente a avaliacdo deste aspecto
clinico no presente estudo, jA que o diagnostico e tratamento eficazes podem
proporcionar reducdo de morbidade e de sequelas neuroldgicas.

Deste modo, considerando que dados referentes a esta abordagem sé&o
escassos na regido de Botucatu, Sdo Paulo, a realizacdo deste estudo tornou-se
relevante, para determinacdo do perfil clinico da neurotoxoplasmose em PVHA,
podendo contribuir na implementacdo de estratégias em saude publica, com a
finalidade de prevenir a morbimortalidade associada a essa enfermidade.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar, prospectivamente, a prevaléncia de
exposicao e a presenca de doenca ativa por Toxoplasma gondii em PVHA, atendidos
no Servico de Infectologia do Hospital das Clinicas (HC-FMBUnesp) e Servico de

Ambulatérios Especializados de Infectologia “Domingos Alves Meira” (SAEI-DAM),



25

unidade do complexo médico-hospitalar da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB-

Unesp), no periodo entre margo de 2020 a janeiro de 2022.

4.2 Objetivos especificos

o Determinacéo da presenca de anticorpos das classes IgG e IgM anti-T.
gondii em amostras de soro de PVHA pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e Imunoensaio Quimioluminescente de Microparticulas;

o Deteccdo de Toxoplasma gondii em amostras de sangue e liquido
cefalorraquidiano (quando possivel) pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
Convencional (PCR);

o Caracterizacao do perfil clinico dos pacientes, e sua relacdo com a
sorologia para T. gondii, e investigar diagndstico prévio para neurotoxoplasmose;

o Comparacdo entre os resultados da andlise do sangue pelos trés
métodos: RIFI, Imunoensaio Quimioluminescente de Microparticulas e PCR,
correlacionando-os com o perfil clinico e diagnostico por imagem (TC).

o Realizacdo de Atividade de Educacao em Saude, com a criacdo de folder
informativo para os pacientes, contendo orientagdes sobre a profilaxia e controle da
toxoplasmose, importancia da adesdo ao tratamento com terapia antirretroviral,
visando promover conhecimento sobre os fatores de risco da doenca, profilaxia e

controle.

5 METODOLOGIA

5.1 Local do Estudo

O estudo foi realizado no Servico de Infectologia do Hospital das Clinicas (HC-
FMBUnesp) e Servigo de Ambulatérios Especializados de Infectologia “Domingos
Alves Meira” (SAEI-DAM), unidade do Complexo médico-hospitalar da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB-Unesp), considerado centro de referéncia estadual para

atendimento de PVHA e pesquisas relacionadas ao tema.

5.2 Delineamento do Projeto e Inclusdo de Pacientes
Foi realizado um estudo de coorte prospectivo com amostragem de

conveniéncia, baseando-se no fluxo historico do Servico de Infectologia do Hospital
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das Clinicas (HC-FMB-Unesp), onde os critérios de inclusao foram categorizados em
dois grupos:

o Grupo sintomatico (1): PVHA internados/hospitalizados com diagnéstico
recente (entre 24 horas e 72 horas) de reativacao de infeccdo latente por T. gondii,
com diagnostico presuntivo para neurotoxoplasmose, provenientes do Servico de
Infectologia do HC-FMB-Unesp, com um numero de 07 pacientes.

o Grupo controle (2): Pacientes com diagnostico recente para HIV/AIDS,
diagnosticados no periodo de 30 dias, sem sintomatologia de infec¢do latente e
recente por T. gondii, provenientes do Servico de Ambulatérios Especializados de
Infectologia “Domingos Alves Meira” (SAEI-DAM), seguindo 0s seguintes critérios:
CD4+ < 200 cels/mm3, sem tratamento com terapia antirretroviral, e sem
sintomatologia neuroldgica, com nimero de 06 pacientes.

. Foram utilizados os seguintes critérios de exclusdo de pacientes:
individuos menores de 18 anos, gestantes e agueles que ndo concordassem em
assinar o termo de consentimento livre esclarecido. Os critérios de inclusdo foram
caracterizados da seguinte maneira: PVHA, CD4+ < 200 cels/mm?, individuos maiores
de 18 anos provenientes do Servico de Ambulatorios Especializados de Infectologia
“Domingos Alves Meira” (SAEI-DAM) e/ou Servico de Infectologia do HC-FMB-Unesp,
e aqueles que concordassem em participar da pesquisa e assinar o termo de
consentimento livre esclarecido.

Os pacientes foram acompanhados e avaliados prospectivamente no inicio do
tratamento para neurotoxoplasmose e diagnéstico de HIV, apos retorno em 60 dias, 6
meses e, posteriormente, apés 1 ano do inicio do tratamento com TARV, no periodo
entre margo de 2020 a janeiro de 2022.

O diagnostico de neurotoxoplasmose na pratica clinica foi realizado por
achados médicos compativeis com a doenca, achados nos exames de imagem, como
por exemplo, lesdes de efeito de massa, causando convulséo, hemiplegias, desvio de
rima, confusdo mental e coma, sendo que esse algoritmo foi realizado na rotina do
Hospital das Clinicas (HC-FMB-Unesp).

Desta maneira, foi realizado de forma prospectiva a coleta na base de dados
do Servigo de Ambulatérios Especializados de Infectologia “Domingos Alves Meira”
(SAEI-DAM) e Servigco de Infectologia do HC-FMB-Unesp, das seguintes variaveis
clinicas: sexo, idade, municipio de procedéncia, data do diagndstico do HIV, data do

diagnéstico de neurotoxoplasmose (NTX), uso de TARV no momento do diagndstico
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de NTX, uso de profilaxia para NTX, 1° episodio de NTX, CD4 inicial do paciente, data
do CD4 inicial, CD4 no momento do diagnostico de NTX, data do CD4 no momento
de NTX, além de carga viral inicial do paciente, data da carga viral, carga viral no
momento da NTX, manifestacdes clinicas da NTX, achados de TC de NTX, resultados
de PCR no sangue, resultados da sorologia para NTX, tratamento de NTX e desfecho

clinico.

6 EXAMES LABORATORIAIS

6.1 Coleta das Amostras

Amostras de sangue foram coletadas por meio de puncdo venosa, utilizando
um tubo coletor (vacutainer®), onde foram coletados 4 mL de sangue (2 mL em tubos
com EDTA para obtencéo de sangue total e 2 mL em tubos secos para obtencéo de
soro). A coleta de liquido cefalorraquidiano foi realizada pela técnica de puncéao
lombar, utilizando tubo coletor de liquor. Posteriormente a coleta, as amostras de
sangue e soro foram encaminhas ao Laboratério de Diagnostico de Zoonoses do
Departamento de Producdo Animal e Medicina Veterinaria Preventiva, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, onde foram centrifugadas a
3000g durante 10 minutos para obtencédo do soro. Apds centrifugacdo, as mesmas
foram aliquotadas em microtubos e estocadas a —18°C até a realizacdo dos exames
sorolégicos. As amostras de sangue total foram imediatamente armazenadas em gelo
em caixas isotérmicas (4°C a 8°C), e posteriormente, foram encaminhadas ao
Laboratério de Biologia Molecular Aplicada a Zoonoses (FMVZ-UNESP). Em seguida,
foram aliguotadas em microtubos e estocadas em freezer —80°C para evitar
degradacdo do material genético, até a realizacdo da extracdo do DNA e provas

moleculares.

6.2 Reacédo de Imunofluoréscia Indireta (RIFI):

Cepa de Toxoplasma gondii: Foi utilizada a cepa RH, gendtipo tipo I, isolada
por Sabin em 1939 de uma crianca nos Estados Unidos (SABIN, 1941), para a
producdo de antigeno para as provas sorologicas, e como controle na prova de
biologia molecular. A cepa RH foi mantida por inoculagéo intraperitoneal semanal de
camundongos Swiss (Mus musculus), albinos, com 30 dias de idade, pesando de 30
a 40g. A solucao antigénica foi obtida a partir de lavados peritoneais de camundongos
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previamente inoculados intraperitonialmente, com 1 mL de suspensado rica em
taquizoitos de Toxoplasma gondii (DUBEY, 1990). Todos os camundongos utilizados
neste projeto foram obtidos no Biotério Central da UNESP.

Producdo de antigeno: Foram inoculados 5 camundongos Swiss (Mus
musculus) albinos, via intraperitoneal, com 1mL das suspensfes da cepa RH,
previamente selecionadas. Apos trés dias, os animais foram eutanasiados e foi colhido
0 exsudato peritoneal, inoculando-se 5 mL de solucao fisiol6gica 0,9% estéril, por
animal, e aspirando-se em seguida. Posteriormente, foi realizada leitura microscopica
e, agueles ricos em parasitos foram transferidos para tubo de centrifuga (50 ml),
procedendo-se a seguir a centrifugacao em diferentes rotacfes, e em seguida foram
acondicionados a 4°C até o processamento, conforme protocolo estabelecido por
Silva et.al (2009).

Inativacdo e sensibilizacdo de laminas para a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI): Ao exsudato peritoneal rico em taquizoitos
misturou-se igual volume de solugédo formalina 2%, obtendo-se uma suspenséo de
exsudato-formol a 1%. Transferiu-se para um tubo de centrifuga e incubou-se em
estufa bacteriolégica a 37°C por 30 minutos, agitando-a por inversao delicada do tubo,
a cada 10 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 3000g por 10 minutos, desprezando-
se o0 sobrenadante. Ao pellet, ou sedimento, acrescentou-se 2 a 3 ml de solucéo salina
tamponada de fosfatos (SST), 0,01M, pH 7,2. Posteriormente, homogeneizou-se em
vortex e centrifugou-se novamente a 3000g por 10 minutos. Descartou-se 0
sobrenadante e, ao sedimento, adicionou-se 1 a 2 ml de SST pH 7,2, observando-se
a sua concentracdo em lamina, de tal forma que a solucdo contivesse de 30 a 40
taquizoitos por campo, pipetando-se 50 pyl em uma lamina, cobrindo-se com laminula
24 x 60 mm para proceder a avaliacdo microscépica dos taquizoitos.

As laminas, utilizadas na RIFI, foram compostas de duas fileiras de seis pocos,
fixados previamente com o antigeno, procedendo-se a adi¢cdo, em cada um dos pocos
de 10 pl da solugado antigénica, aguardando-se 2 a 3 minutos para ocorrer a fixacéo
dos taquizoitos na lamina. A seguir, retirou-se 0 excesso por aspiracao, restando uma
fina pelicula em cada poco. Depois de secas a temperatura ambiente, as laminas
foram estocadas em caixa de madeira ou laminarios sendo mantidas sob temperatura
de congelamento a -18°C, por periodo n&o superior a dois meses.

Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI): Foi realizada segundo

Camargo (1974), utilizando-se conjugado comercial anti-IgG e anti-lgM humano, para
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deteccao de anticorpos para T. gondii. Os soros foram diluidos em PBS pH 7,2, a partir
da diluicdo 1:16, duplicando-se até a obtenc&o do titulo final. Em microplaca de
poliestireno com 96 orificios devidamente identificada, pipetou-se 150 microlitros de
PBS pH 7,2 nos seus orificios. Adicionou-se ao primeiro orificio respectivo ao soro
teste, 10 ul do mesmo, obtendo-se a diluicdo 1:16. Apds homogeneizacéo, transferiu-
se 50 microlitros dessa primeira diluicdo para o segundo orificio, obtendo-se a diluicéo
1:64. Foi repetido o procedimento da mesma forma para as demais perfuracoes
obtendo-se diluicdes em quadruplicada. Apds a homogeneizagéo, desprezou-se 0s
50 microlitros, referentes a ultima diluicdo testada. Na mesma microplaca, procedeu-
se igualmente para 0s soros controles positivo e negativo, pipetando-se 10 microlitros
de soro sabidamente positivo e 10 pl de soro sabidamente negativo, respectivamente.
Na lamina fixada previamente com o antigeno (taquizoitos), distribuiu-se 10 microlitros
de cada diluicdo do soro em cada orificio, em fileira, ordenados em forma crescente
de diluicdo, pipetando-se inversamente, ou seja, da maior diluicdo para a menor,
protocolando-se o esquema adotado. Da mesma forma procedeu-se com o controle
positivo e 0 negativo.

A sequir, realizou-se duas lavagens em PBS pH 7,2 por 10 minutos cada.
Inicialmente, deixou-se escorrer a lamina com a solugéo, a seguir colocou-se em um
coplin contendo a solug¢éo de PBS pH7,2, mantendo-se por 10 minutos. Desprezou-
se a solucéo, preenchendo-se novamente com o PBS pH7,2, como anteriormente. Em
seguida, acrescentou-se a reacdo o conjugado, anticorpo anti-lgG e anti-igM
especifica para a espécie humana, conjugado com o fluorocromo isotiocianato de
fluoresceina. O conjugado foi diluido de acordo com o seu titulo, previamente
estabelecido pelo fabricante (Sigma-Aldrich®), em solucdo de azul de Evans a 20
mg%, preparada previamente, que no momento de uso foi diluida a 1:5 ou seja 1 ml
de azul de Evans, e 4 ml de PBS pH7,2. As laminas foram entdo incubadas a 37°C,
em camara umida por 30 minutos, para a ocorréncia da reagéo antigeno-anticorpo, e
a seguir lavadas em PBS pH 7,2 duas vezes durante 10 minutos cada, adotando-se o
mesmo procedimento descrito anteriormente. Apos a secagem das laminas em estufa
bacteriol6gica a 37°C, pipetou-se duas gotas de solucéo glicerinada pH 8,5 sobre a
lamina, cobrindo-se com laminula.

A leitura foi realizada em microscopio de imunofluorescéncia (Zeiss®), com
objetiva de 40X e ocular de 10X. Apos a leitura dos controles, sem discordancia com

o resultado, procedeu-se a leitura das amostras em teste, considerando-se como
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ponto final da reacdo a maior diluicdo do soro, em que houve fluorescéncia completa
e intensa na borda de pelo menos 50% dos taquizoitos, sendo este entdo o titulo de
anticorpos, obtido para cada amostra de soro. Considerando-se como sororreagentes
para RIFI o titulo de corte 64 Ul tanto para anticorpos da classe IgG como para IgM,

conforme ilustrado na figura 1.

Figura 1- Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI): a) Diluicdo do soro em placa;
b) Adicdo do soro diluido da placa para a lamina sensibilizada com T. gondii; c)
Amostras na estufa bacterioldégica em camara umida por 30 minutos; d) Adicdo do
conjugado espece-especifico; €) Amostras em estufa bacteriolégica em camara Uumida
por 30 minutos; f) lavagens das laminas; g) Reag¢ao de Imunofluorescéncia Indireta
reagente. Leitura em microscopio de imunofluorescéncia (Zeiss®), com objetiva de
40X e ocular de 10X.
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Fonte: Servico de Diagnéstico de Zoonoses, FMVZ- UNESP, 2022.

6.3 Imunoensaio Quimioluminescente de Microparticulas (CMIA):

Para realizacao do teste sorolégico de Quimioluminescéncia, as amostras de
soro foram processadas no Laboratério de Sorologia e Endocrinologia, Secdo Técnica
de Laboratérios de Andlises Clinicas, do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina, da Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho” (UNESP), campus
Botucatu, pelo equipamento ARCHITECT® Toxo IgG e IgM. A pesquisa de anticorpos
das classes IgG e IgM anti-Toxoplasma gondii foi realizada por meio de imunoensaio
com reacao quimioluminescente culminando na determinagéo quantitativa para estes
anticorpos. O teste foi realizado em duas etapas.

Na primeira etapa, as microparticulas paramagnéticas revestidas com amostra
pré-diluida, diluente de ensaio e antigeno Toxoplasma gondii recombinante (contendo
antigenos recombinantes P30 (SAG1) e P35 (GRA8)) foram combinadas. Deste
modo, os anticorpos especificos de T. gondii presentes na amostra se ligaram as
microparticulas revestidas de antigeno recombinante de T. gondii. Posteriormente a
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lavagem, o conjugado IgG anti-humano marcado com acridinio murino foi adicionado
para criar uma reacao na segunda etapa.

Nesta etapa, foi realizado outro ciclo de lavagem. Em seguida, solugbes pré-
ativadoras e ativadoras foram adicionadas a de reagéo. A reagdo quimioluminescente
resultante foi medida como unidades de luz relativa (RLUS), que estavam diretamente
relacionadas com a quantidade de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii na amostra,
sendo as RLUs detectadas por sistema 6tico do ARCHITECT, de acordo com o
protocolo descrito pelo fabricante (ABBOTTY, 2009).

A pesquisa de IgM anti-Toxoplasma gondii também consistiu em um
Imunoensaio com Quimioluminescéncia de duas etapas, com posterior determinacéo
qualitativa destes anticorpos. Inicialmente, a amostra foi pré-diluida e as
microparticulas paramagnéticas revestidas com anti-lgM humana (de camundongos
monoclonais) foram recombinadas. Os anticorpos IgM anti-Toxoplasma gondii
presentes na amostra, ligaram-se as microparticulas revestidas de anticorpos anti-lgM
humana (de camundongos monoclonais), formando um complexo anticorpo-anticorpo.
A sequir, foi realizada a lavagem.

Posteriormente, o complexo de conjugado composto de um fragmento F(ab’)2
de anticorpo contra antigeno Toxoplasma gondii p30 (de camundongo monoclonal)
marcado com acridinio murino foi adicionado. Esse complexo de conjugado ligou-se
aos anticorpos IgM anti-Toxoplasma gondii que foram capturados pelas
microparticulas revestidas de anti-lgM humana (de camundongo monoclonal) na
primeira etapa do teste, formando um complexo anticorpo-anticorpo-conjugado.

Apos, realizou-se nova lavagem, e em seguida, foram adicionadas as solucdes
pré- ativadoras e ativadoras. A reacdo de quimioluminescéncia foi medida em
unidades de luz reativa (RLUS), diretamente relacionadas com a quantidade de
anticorpos IgM anti-Toxoplasma gondii na amostra, sendo as RLUs detectadas por
sistema 6tico do ARCHITECT®, de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante
(ABBOTT, 2009). Considerando-se como sororreagentes para quimioluminescéncia o
titulo de corte de 0,60 U para anticorpos IgM, e de 3,0 U para anticorpos IgG.
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Figura 2- Equipamento ARCHITECT i2000SR®, utilizado para realizacdo de

sorologia para toxoplasmose.

Fonte: Laboratério de Sorologia e Endocrinologia, FMB-UNESP, 2022.

Figura 3- Reagentes, diluentes e conjugados utilizados realizacdo de sorologia para
toxoplasmose ARCHITECT i2000SR®.

Fonte: Laboratério de Sorologia e Endocrinologia, FMB-UNESP, 2022.



34

6.4 Extracdo de DNA:

Para a realizacdo da PCR, as amostras de sangue foram previamente
submetidas a extracdo de DNA utilizando o kit lllustraTM Blood Genomic Prep Mini
Spin Kit (GE Healthcare®). Inicialmente aliquotou-se 200 pyL de sangue em microtubo
de 1,5 mL (DNAse-free) devidamente identificado, e posteriormente adicionou-se 20
ML de Proteinase K (20 mg/mL), e em seguida, homogeneizou-se em vortex durante
10 segundos. Posteriormente, adicionou-se 400uL de tampao de extracdo, e
novamente as amostras foram homogeneizadas no vértex por mais 15 segundos. Em
seguidas, as amostras permaneceram em temperatura ambiente por um periodo de
10 minutos, e depois transferiu-se o conteudo para um tubo coletor junto a uma coluna.
Centrifugou-se a 11000g por um minuto, e em seguida, descartou-se o sobrenadante.
Acrescentou-se 500uL de solucao de Lise a coluna, e posteriormente centrifugou-se
a 11000 g por trés minutos. Depois, desprezou-se o tubo coletor e o sobrenadante, e
o material foi aliquotado para um microtubo de 1,5mL (DNAse-free). Em seguida,
adicionou-se 100uL de solucdo de eluicdo que estava previamente aquecida a 70°C.
Incubou-se por um minuto. Depois, centrifugou-se os microtubos a 11000g por um
minuto. Apds, as amostras foram armazenadas em freezer -80°C até o seu

processamento.

6.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase Convencional:

As amostras foram submetidas ao gene de repeticdo utilizando-se o0s
oligonucleotideos TOX4 (5 CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG3) e TOX5
(5CGCTGCAGACACGTGCATCTGGATT?3’), segundo descrito por Homan et al.
(2000), amplificando uma regiao de 529 pares de base (pb). Cada microtubo de reacao
de 0,2mL recebeu 2,5uL tampao de PCR 10x, sem magnésio (50mM KCI, 10mM Tris-
HCI), 0,75uL MgCI2 (1,5mM), 0,25uL de solucao de deoxinucleotideos (1,25mM), Taq
DNA polimerase (0,15U), 5uL de cada oligonucleotideo (10uM), 10uL de amostra, e
17,35uL agua ultrapura (g.s.p.). Todas as amplificacbes foram realizadas em
termociclador MasterCycler EP gradient, utilizando-se uma incubacao inicial de 7
minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C e 1 minuto
a 72°C, com incubacéao final de 10 minutos a 72°C. A corrida do gel de agarose foi
realizada inicialmente a 80V durante 5 minutos, seguida de 100V por 60 minutos. Apos
a corrida, o produto da amplificacéo foi visualizado em sistema de fotodocumentacao
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digital, Sistema Gel-Doc it18, sob luz ultravioleta, e em seguida, fotografado, conforme
ilustrado nas figuras 4,5,6 e 7.

Figura 4- Resultado Reacdo em Cadeia da Polimerase da 1° coleta, de todos os
pacientes do grupo 1 e 2.

AMOSTRAS DA 1° COLETA DOS PACIENTES DOS GRUPOS 1 E 2

Primer: Tox4/Tox5
Agarose 2%: 90v-110 minutos

1. Marcador 529pb
2. Controle Positivo

3. Controle Negativo
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Figura 5- Resultado Reacdo em Cadeia da Polimerase da 2° coleta, de todos os

pacientes do grupo 1 e 2.

AMOSTRAS DA 2° COLETA DOS PACIENTES DOS GRUPOS 1 E 2

Primer: Tox4/Tox5
Agarose 2%: 90v-110 minutos

-

-—— PRSI 4

1. Marcador 529pb
2. Controle Positivo

3. Controle Negativo
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Figura 6- Resultado Reacdo em Cadeia da Polimerase da 3° coleta, de todos os

pacientes do grupo 1 e 2.

AMOSTRAS DA 3° COLETA DOS PACIENTES DOS GRUPOS 1 E 2

Primer: Tox4/Tox5
Agarose 2%: 90v-110 minutos

l. w3 456 7 8 9 10

1. Marcador 529pb

2. Controle Positivo

3. Controle Negativo
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Figura 7. Resultado Reacdo em Cadeia da Polimerase da 4° coleta, de todos os

pacientes do grupo 1 e 2.

AMOSTRAS DA 4° COLETA DOS PACIENTES DOS GRUPOS 1 E 2

Primer: Tox4/Tox5
Agarose 2%: 90v-110 minutos

1. Marcador 529pb
2. Controle Positivo
3. Controle Negativo
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7 ATIVIDADE EDUCACAO EM SAUDE

Considerando-se a comunicagdo como instrumento de fundamental
importancia para o papel do médico veterinario nas acdes de educagdo em saude,
destaca-se que esta pode ser compreendida como um conjunto de sinais verbais e
nao-verbais emitidos e percebidos com a intencdo de expor ideias e torna-las comuns
em um processo de compreender. A comunicagao representa a base de sustentacao
das acgOes de educacdo em saude em medicina veterinaria, e em qualquer area em
geral, tendo-se em vista que, ao informar o paciente sobre os fatores de risco da
enfermidade, precisa-se interagir e, portanto, deve ser considerada como capacidade
ou competéncia interpessoal a ser adquirida pelo profissional, sendo essa capacidade
importantissima no contexto da salde Unica onde o presente projeto de pesquisa se
insere (BROCA; FERREIRA, 2014).

A partir dessa necessidade elaborou-se folder informativo destinado aos
pacientes, contendo orientacfes sobre a profilaxia e controle da doenca, visando
promover conhecimento sobre os fatores de risco, boa adesdo a TARV, educacao
sanitaria, possibilitando assim, aumentar o conhecimento sobre a doenca,
consequentemente a realizagcdo de escolhas e habitos de higiene saudaveis e
prevencdo da enfermidade (figuras 8 e 9).

O conteudo foi organizado tendo como base a literatura cientifica sobre o
assunto, para ser usado no momento das orientacdes fornecidas no inicio do
tratamento, quando os pacientes estdo em atendimento no Servico de Ambulatérios
Especializados de Infectologia “Domingos Alves Meira” (SAEI-DAM) e Servico de
Infectologia do HC-FMB-Unesp. Percebeu-se que neste momento ha maior
dificuldade em assimilar de maneira eficiente as informagbes transmitidas
verbalmente e com esse material os pacientes demonstraram interesse na pesquisa.
O material impresso inclui orientagcdes e textos com linguagem simples sobre
toxoplasmose, fatores de risco, profilaxia e controle, possibilitando o entendimento dos
pacientes.

Qualificar o conteudo de material informativo como folhetos, folders etc, com
pacientes e familiares que ja vivenciaram de alguma forma o tema nele abordado, é
uma atitude importante para todos, inclusive para os pesquisadores. E um momento
no qual se tém condicdes de avaliar o que realmente esta faltando ou néao foi

compreendido e da distancia existente entre 0 que se escreve e 0 que € entendido e
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como é entendido; das fantasias, dos tabus, das dificuldades em relacdo ao paciente
ou familiar e estar doente. E a oportunidade de se validar as informacdes fornecidas,
bem como o processo de comunicagédo, tomando-se o cuidado em utilizar este recurso
de comunicacdo de modo dialégico, sem mensagens fragmentadas, sem ser
unidirecional, tecnicista, linear e limitado (BROCA; FERREIRA, 2014).

O processo educativo proposto € considerado uma importante ferramenta para
fornecer informagdes sobre neurotoxoplasmose em PVHA, favorecendo a adeséo a
TARV pela possibilidade de compreender o porqué de todas as acdes e
procedimentos. Promove mudancas na forma de sentir, pensar e atuar desses
individuos em relacdo a seus filhos e si mesmos, proporcionando um significativo
apoio nesse momento do impacto da doenca.

Vale ressaltar que devido a pandemia por Covid-19, ao longo do
desenvolvimento da pesquisa, ndo foi possivel avaliar a auséncia de informacdes,
desinformacfes e a avaliacdo da aquisicdo de conhecimento, pois 0s pacientes
encontravam-se em isolamento, com minimo de contato possivel com os
pesquisadores. Pode-se considerar este aspecto como um fator limitante desta
atividade na pesquisa, da mesma forma que para a pesquisa como um todo, que
previa originalmente trabalhar com um numero de pacientes maior, o que foi

impossivel pela pandemia.
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Figura 8- Folder informativo utilizado na atividade de Educacdo em Saude sobre
Infeccéo pelo T.gondii em PVHA.
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Figura 9- Paciente participante do projeto de pesquisa, durante a realizacdo da

atividade de Educacgéo em Saude. Foto autorizada pelo paciente em 01/09/21.

Fonte: Servico de Diagndstico de Zoonoses, FMVZ- UNESP, 2022.
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8 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Foi realizada uma estatistica descritiva por grupo, para variaveis continuas,
como, carga viral inicial, CD4 inicial, com o célculo de média, mediana, desvio padrao,
valores de minimo e maximo, p-valor realizado pela Distribuicdo Binomial Negativa.
Para o calculo de idade por grupos, foi realizado o teste t de Student.

Para a analise das variaveis como, 0 género, procedéncia e resultados dos
exames sorolégicos, foi realizada analise descritiva em porcentagem (%) e teste Qui-
quadrado. Todas as andlises foram realizadas pelo programa SAS for Windows, v.9.4,
com auxilio de profissionais do Escritério de Apoio a Pesquisa (EAP) da
FMB/UNESP". Nivel significancia 5%.

9 ASPECTOS ETICOS

Os aspectos éticos referentes a pesquisa seguiram as recomendacdes da
Resolucao 466/12, a qual dispde sobre as normas e diretrizes de pesquisa envolvendo
seres humanos. Desse modo, o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da FMB-UNESP, parecer n°. 3.721.608. Os pacientes incluidos no
estudo aceitaram participar da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido (ANEXOS 1 e 2).

10 RESULTADOS

Dos 10 pacientes envolvidos no estudo, sete (70%) eram provenientes do
Grupo 1 (sintomatico), trés (30%) do Grupo 2 (controle). Em relacdo ao género, seis
(60%) pacientes eram do sexo masculino, e quatro (40%) do sexo feminino, sendo
gue no grupo sintomatico 33,3% eram do sexo feminino e 66,7% do sexo masculino.
No grupo controle, 50 % dos pacientes eram do sexo feminino e 50% do masculino.
Todos os pacientes tinham idade superior a 18 anos, com idade média no grupo

controle de 36,75 anos, e média de 40,33 anos para grupo sintomatico.
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Tabela 1. Analise descritiva das variaveis avaliadas, para grupo sintomatico (1) e

comparacao de médias para variaveis continuas.

Variaveis Média DP Min Max Mediana p-valor
Idade 40,33 14,12 26 61 40 0,6611
(anos)

CD4 no 61,5 73,19 4 200 44 0,9816

momento

do diag.
HIV
CD4 no 32,83 27,54 4 71 28 -

momento

do diag.
NTX*
Carga 2254851 3079631 463 6762877 582890 0,2612

viral no

momento
do diag.
HIV
Carga 2254851 3079631 463 6762877 582890 0,3927

viral no

momento
do diag.
NTX**

*CD4 no momento do diagnostico NTX= Valores inferiores a 500 células/mm3 (ou < 24-28%), foram
considerados alterados; **Carga viral no momento da diagnéstico NTX= Valores superiores a 10.000-

30.000 copias de RNA/mI foram considerados alterados.
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Tabela 2. Analise descritiva das variaveis avaliadas para o do grupo controle (2) e

comparacao de meédias para variaveis continuas.

Variaveis Média DP Min Max. Mediana p-valor
Idade 36,75 8,02 29 47 35,5 0,6611
(anos)

CD4 no 62,5 76,54 8 175 33,5 0,9816
momento
do diag.
HIV
CD4 no 62,5 76,54 8 175 33,5 0,9816

momento

do diag.
NTX*

Carga 681965,75 729822,6 306973 1776642 322124 0,2612
viral no

momento
do diag.
HIV
Carga 800988,33 844963,5 306973 1776642 319350 0,3927

viral no

momento
do diag.
NTX**

*CD4 no momento do diagnostico NTX= Valores inferiores a 500 células/mm3 (ou < 24-28%), foram
considerados alterados; **Carga viral no momento da diagndstico NTX= Valores superiores a 10.000-

30.000 copias de RNA/mI foram considerados alterados.
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Figura 10- Boxsplot da distribuicdo de CD4 inicial para os grupos sintomatico (1) e

controle (2).

Distribution of CD4_INICIAL by grupo
200 _

1580
—
=<
)
= 100
=t
(]
&)
< <
a0
_ 1
0
sintomatico cantrole
grupo

Legenda: A mediana € maior para grupo sintomatico, porém nao atinge diferencga significativa em
medianas (p=0,9).

Em relacdo aos municipios de procedéncia dos pacientes, dois (20%) eram
provenientes de Cerqueira Cesar. Os outros oito (80%) eram provenientes de Agudos
(10%), Avaré (10%), Arandu (10%), Fartura (10%), Laranjal Paulista (10%), Manduri
(10%), Piraju (10%), e Taquarituba (10%).

Dos 10 pacientes avaliados, nove (90%) tinham as contagens de linfécitos T
CD4+ abaixo de 200 células/mm?, e oito (80%) abaixo de 100 células/mm?. As cargas
virais plasmaticas do HIV encontravam-se acima do limite de detec¢cdo em todos os
pacientes no momento da primeira coleta para os exames, sendo o limite minimo
estabelecido como aceitavel de 40 copias de RNA/mL, sendo que os valores
observados de carga viral apresentaram média de 2254851 coOpias no grupo 1

(sintomatico) e de 800988,33 cbpias no grupo 2 (controle).
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Dos sete (100%) pacientes do grupo sintomatico, as manifestacdes clinicas de
toxoplasmose cerebral no momento da internacdo, também surgiram como primeira
manifestacao clinica de Aids, mesmo ja possuindo diagndstico anterior para HIV. Um
paciente (25%) do grupo 2 manifestou sintomatologia presuntiva de NTX durante o
desenvolvimento da pesquisa, sendo automaticamente transferido do grupo controle
(1) para grupo sintomatico (2).

Em relacdo as manifestacdes clinicas, sete (100%) dos pacientes do grupo 01
gueixavam-se de cefaleia, quatro (57,14%) apresentavam confusdo mental, cinco
(71,42%) manifestavam hemiparesia dos membros, quatro (57,14%) manifestavam
déficit cognitivo, trés (42,85%) perda de funcdo motora, trés (42,85%) crises
convulsivas, e cinco (71,42%) apresentavam mais de uma manifestacao clinica.

Dos 10 pacientes, trés (30%) nédo foram sororreagentes para pesquisa de
anticorpos anti-T. gondii, tanto na RIFI guanto na quimiluminescéncia. Adicionalmente,
7 (70%) pacientes dos dois grupos (1 e 2), apresentaram anticorpos IgG e IgM anti-T.
gondii na primeira coleta em ambas as técnicas soroldgicas, e seis (60%) foram
sororreagentes nas duas técnicas no momento da segunda coleta. No momento da
terceira coleta, 3 (30%) reagiram para o0s dois exames, e mantiveram-se
sororeagentes para os dois exames soroldgicos na quarta coleta.

Na pesquisa de anticorpos IgG anti-T.gondii pela RIFI, o titulo prevalente foi
4096 (50%), seguido por 1024 (30%), e 64 (20%), enquanto que para 0s anticorpos
IgM anti-T.gondii foi 1024 (50%),seguido por 4096 (20%), 64 (10%) e 256 (10%). E
na pesquisa de anticorpos IgG anti-T.gondii pela quimiluminescéncia, o titulo
prevalente foi = 3,0 (40%), seguido por 2,90 (30%), 1,60 (10%), 1,50 (10%) e 1 (10%).
E para os anticorpos IgM anti-T.gondii foi 0,60 (20%),seguido por 70 (10%), 80 (10%)
e 90 (10%).
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Figura 11- Curva sorolégica de anticorpos IgG anti-T.gondii pela Reacdo de

Imunofluorescéncia Indireta para o grupo sintomatico (1) e controle (2).
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Figura 12- Curva soroldgica de anticorpos IgM anti-T.gondii pela Reacdo de

Imunofluorescéncia Indireta para o grupo sintomatico (1) e controle (2).

3000

2500

2000 \

1500 ==§==controle
\ == sintomatico

1000 \

500




51

Figura 13- Curva sorologica de anticorpos IgG anti-T.gondii pela Quimiluminescéncia

para o grupo sintomatico (1) e controle (2).
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Figura 14- Curva sorologica de anticorpos IgM anti-T.gondii pela Quimiluminescéncia

para o grupo sintomatico (1) e controle (2).
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Das 10 amostras de sangue analisadas pela Reacdo em Cadeia da Polimerase

convencional, todas mostraram-se negativas.
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Os sete pacientes do grupo sintomatico foram submetidos a TC de cranio no
momento do diagnostico de toxoplasmose cerebral, e nos 7 (100%) foi utilizado
contraste intravenoso. Dois (28,57%) realizaram a TC somente na fase sem contraste,
provavelmente, por ter sido a toxoplasmose a principal hipétese diagnéstica, optando-
se por considerar apenas as lesdes hipodensas nas imagens.

Em todos os casos em que o contraste foi utilizado houve realce anelar e edema
perilesional. Foram encontradas, também, hidrocefalia em cinco (71,42%),
calcificagbes patologicas em dois (28,57%) e atrofia cortico-subcortical em trés
(42,85%) pacientes. Em trés pacientes do grupo controle nédo foi realizada a TC de
cranio durante o desenvolvimento e desfecho da pesquisa.

O tratamento da toxoplasmose cerebral foi realizado com antimicrobianos,
sendo que os sete pacientes receberam sulfametoxazol + trimetoprim, protocolo
terapéutico estabelecido pelo SAE-DAM, e todos realizaram tratamento de atague por
seis semanas. Durante o tratamento para NTX, trés (42,85%) foram a o6bito, um
(14,28%) abandonou o tratamento para NTX e o tratamento com TARYV, e seis (60%)
tiveram boa adesdo a TARV e continuaram até o fim da pesquisa, em tratamento.

Salienta-se que, em funcdo da pandemia do Covid- 19 com medidas de
isolamento social, 0 nimero de pacientes que efetivamente participaram da pesquisa
foi menor que o estabelecido inicialmente, mesmo se tratando de uma amostragem
de conveniéncia, baseando-se no fluxo histérico de atendimento no Servico de
Ambulatérios Especializados de Infectologia “Domingos Alves Meira” (SAEI-DAM) e
Servico de Infectologia do HC-FMB-Unesp. Considerando-se o ndo comparecimento
de alguns pacientes nos momentos agendados para a avaliacdo e coleta das
amostras, participaram do projeto 13 pacientes, aos quais Somos gratos por podermos
concluir a pesquisa com éxito, apesar de que um N amostral maior, poderia contribuir

para uma melhor compreensao dos resultados.

11 DISCUSSAO

A TARV reduziu significativamente a incidéncia, prevaléncia e taxas de
letalidade da NTX em PVHA mundialmente. O tratamento da toxoplasmose cerebral
tem sido relativamente bem-sucedido em comparacdo com outras infeccdes
oportunistas. No entanto, esta manifestacdo ainda representa um determinante de

mau prognostico em pacientes com doenca avangada e imunodeficiéncia grave no
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Brasil (HERNANDEZ, et al., 2017). Pode-se ressaltar que no Brasil, comparativamente
aos programas de controle da AIDS, adotados em outros paises pode ser considerado
como modelo, colocando o pais em evidéncia.

Segundo Araujo (2019), as doencas oportunistas em PVHA séo relacionadas
sobretudo com a falta de ades&o a TARV, e falta de conhecimento sobres os fatores
de risco das enfermidades. Os resultados deste estudo sugerem que a falta de
conhecimento sobre os fatores preditivos da doenca, falta de adesédo a TARV, e o
abandono do mesmo séo fatores determinantes para o mau prognéstico, reforgando
a ideia de que uma boa educacdo em saude pode ser uma excelente aliada na
prevencdo da NTX nesses pacientes. Sabe-se que 0s aspectos educacionais e o nivel
socioecondmico dos pacientes exercem papel relevante no controle da doenca,
principalmente no caso de doencas negligenciadas, que ndo € o caso da Aids no
Brasil.

A NTX tem ocorrido em 25% dos individuos com Aids, sendo a infeccao
oportunista mais frequente do SNC no Brasil, estando diretamente relacionada a
reducdo dos linfécitos T CD4*. Além disto, possuir carga viral superior a 10 mil copias
aumenta a chance em 90% de desenvolver a doenca. No presente estudo, também
foram encontrados baixos niveis de linfocitos T CD4* e altas contagens de carga viral,
em pacientes com diagnaostico presuntivo de NTX (ARAUJO, et al., 2019).

No Brasil, no periodo de 2007 a 2018, a taxa de deteccé@o de HIV/aids foi de
48,9% entre os homens na faixa etaria de 20 a 39 anos, corroborando com 0s
resultados do presente estudo (AUN, 2019).

Ainda no presente estudo, a NTX foi a primeira manifestacdo da Aids em mais
de 50% dos casos, dado semelhante aos de Oliveira (2015) que realizaram estudo em
Pernambuco, no periodo de 2013 a 2015, e também observaram que mais da metade
dos pacientes apresentaram esta infeccdo como primeira manifestacdo da Aids,
contribuindo com o conceito de que a neurotoxoplasmose € um indicador de Aids em
PVHA.

Todos o0s pacientes apresentaram anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii
sororeagentes, nos exames de RIFI e quimioluminescéncia, o que corrobora com o0s
resultados de Correia (2013), reforcando que os exames soroldgicos sdo uma boa
opc¢éao no diagndéstico de NTX na rotina clinica.

O diagnéstico laboratorial na toxoplasmose baseia-se na deteccdo de

anticorpos das classes IgM e IgG anti-Toxoplasma gondii e na presenca de baixa
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avidez de IgG. No entanto, esses exames apresentam limitacdes e, portanto, a PCR
tem sido sugerida como uma ferramenta diagnostica alternativa. No presente estudo
todas as amostras de sangue dos pacientes apresentaram-se negativas para
toxoplasmose pela técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase convencional,
corroborando com resultado apresentado por Neves et al. (2021) que também néao
detectaram resultados positivos na PCR convencional, a partir do sangue.

Nenhum dos pacientes teve DNA parasitario de T. gondii detectado por PCR,
mMesmo Nos casos mais graves, ou quando o sangue foi coletado logo apés o inicio da
doenca. Esses resultados negativos indicam que a cinética da parasitemia necessita
de investigacdo para determinar o melhor momento para a coleta de sangue,
principalmente em individuos imunocompetentes. Assim, ressaltamos que um
resultado negativo de PCR néo exclui infec¢do recente por T. gondii, € os critérios
soroldgicos ainda séo decisivos para o diagnostico laboratorial de NTX.

Uma hipétese para os achados negativos de PCR convencional no presente
estudo seria a baixa parasitemia associada aos casos de NTX em PVHA. Em estudos
da Guiana Francesa, o diagndstico molecular foi realizado com sucesso em casos
com maior gravidade, o que pode ser atribuido a altas cargas parasitarias e cepas
mais virulentas (DEMAR, et al.,, 2007, 2012). Portanto, € possivel que a fase de
parasitemia tenha sido muito curta ou tenha precedido os sintomas em nossa coorte
de estudo.

O DNA parasitario indetectavel também pode estar relacionado ao uso de
sangue total para esse fim. Em um modelo murino, a sensibilidade de detecc¢éo foi
maior ao usar uma camada leucocitaria isolada de grandes volumes de sangue do
que ao usar uma Unica amostra de sangue total (BRENEIR-PINCHART, et al., 2015).
Esta € uma hipétese que devera ser avaliada, considerando-se maior nimero de
células neste tipo de material.

Os resultados negativos indicam que embora muitos aspectos do ciclo evolutivo
do T. gondii estejam bem descritos, alguns detalhes do curso da infec¢do ainda sao
desconhecidos, como a cinética da parasitemia, principalmente em individuos
imunocompetentes levando em consideragao as caracteristicas genéticas do parasita.
Portanto, ressalta-se que um resultado negativo da PCR nao exclui infec¢ao recente
por T. gondi em PVHA, e os critérios sorologicos ainda sao decisivos para o
diagnéstico laboratorial de NTX em PVHA.
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A TC foi o exame utilizado para colaborar com o diagndstico presuntivo da
toxoplasmose cerebral no presente estudo, sendo que a grande maioria foi realizada
com contraste, cujo realce melhora muito a visualizagéo das lesdes, facilitando sua
caracterizacao e interpretacéo dos resultados (BRASIL,2018).

De acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Manejo da
Infeccao pelo HIV em Adultos, do Ministério da Saude, de 2018, a TC é o exame de
imagem mais frequentemente indicado, em razdo da sua maior disponibilidade na
rede publica. No Brasil, de acordo com dados de janeiro de 2019, do Departamento
de Informética do Sistema Unico de Satde (DATASUS), do Ministério da Satde, no
estado de S&o Paulo, existem 1.155 tomégrafos contra 651 aparelhos de RNM.
Embora menos disponivel, a RNM €& mais sensivel na identificacdo de lesbes
pequenas ou localizadas em fossa posterior, especialmente, quando o exame
tomografico apresenta-se normal (BRASIL,2018).

No que se refere as manifestacdes neurologicas, alguns autores descrevem
como principais, a cefaleia, hemiparesia, déficit cognitivo, perda de funcdo motora e
crises convulsivas, 0 que esta de acordo com o presente estudo. A toxoplasmose
cerebral baseia-se no diagnostico presuntivo, considerando-se sinais e sintomas
clinicos, exames sorologicos e de liquor e, também, na neuroimagem, que a cada dia
se faz mais presente, tornando-se uma ferramenta imprescindivel na pratica clinica
(CDC, 2022; VIDAL, 2019; FARD, et al., 2020).

Devido ao carater prospectivo observacional do presente estudo, observou-se
dificuldade de incluir novos pacientes para dar seguimento a pesquisa, pois a mesma
foi realizada durante a pandemia de Covid-19, como comentado em fatores limitantes
da pesquisa. O Projeto de pesquisa necessitou de visitas dos pacientes egressos
atendidos no Servico de Infectologia do Hospital das Clinicas (HC-FMB- Unesp) e
Servico de Ambulatérios Especializados de Infectologia “Domingos Alves Meira”
(SAEI- DAM), unidade do complexo médico-hospitalar da Faculdade de Medicina de
Botucatu (FMB-Unesp), ao longo de um ano (12 meses) de acompanhamento, com
desenvolvimento de atividades de Educagdo em Saude, as quais foram
severamente prejudicadas pela pandemia, pois muitos dos pacientes
encontravam-se em isolamento social, e ndo podiam comparecer as consultas de
retorno, durante a fase emergencial, afetando diretamente a continuidade do projeto.

Seria imprescindivel para a evolucéo da pesquisa o0 acompanhamento dos pacientes
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durante o periodo de um ano, minimizando assim, possiveis vieses, garantindo-se

avaliar com maior seguranca os resultados obtidos.

12 CONCLUSOES

o A maioria dos pacientes integrantes do estudo eram homens (60%),
todos com idade superior a 18 anos, residentes no estado de Séao Paulo.

o A prevaléncia de exposicéo e presenca de doenca ativa pelo T. gondii,
foi de 70%.
. Dos sete pacientes do grupo sintomatico, trés tiveram uma boa adeséao

a TARV e ao tratamento para NTX, apresentando melhora clinica dos sintomas ap6s
inicio dos mesmaos, reforcando a importancia desta préatica no tratamento de NTX.

o Os sete pacientes do grupo sintomatico, apresentaram manifestacdes
clinicas sugestivas de NTX, como: cefaleia, confusdo mental, hemiparesia dos
membros, déficit cognitivo, perda da fungcdo motora e crises convulsivas.

o Dos sete pacientes do grupo sintomatico, trés pacientes (23,07%) néo
aderiram a TARV, tiveram infeccao latente por T.gondii e foram a 6bito.

o Os sete pacientes com NTX foram tratados com a associacdo de
sulfametoxazol/trimetoprim, € 0s que se comprometeram com o tratamento da
enfermidade e TARV apresentam melhoras significativas quanto as sequelas da
doenca e em sua vida pessoal, reforcando que a adesao a TARV proporciona melhor
qualidade de vida e maior longevidade.

. Os exames sorologicos, como por exemplo, a RIFI e a

Quimiluminescéncia sdo uma boa opcéo no diagndstico da NTX na prética clinica.
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14 ANEXOS

14.1 Parecer Consubstanciado do CEP

UNESP -FACULDADE DE £ Plataforma
MEDICINA DE BOTUCATU %oﬂ

B s i E MM s 3041 3 WY

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: "Infeccdo pelo Toxoplasma gondii em Pacientes vivendo com HIV-Aids:
Sororreatividade e Perfil Clinico"

Pesquisador: MARIANA ZANCHETTA E GAVA

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 20496019.0.0000.5411

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 3.721.608

Apresentacao do Projeto:

A toxoplasmose é uma das principais infecgdes oportunistas que afetam as pessoas vivendo com HIV/Aids
(PVHA), levando a alta taxa de morbidade e mortalidade. Diante da importancia da toxoplasmose, torna-se
imprescindivel o levantamento de dados epidemioldgicos referentes a infecgdo pelo T. gondii,
principalmente, em relagdo ao impacto para saude publica.

Hipotese:

Existe alta prevaléncia de exposigdo de anticorpos anti- T. gondii em PVHA, e presencga de doenca ativa.
Critérios de inclusdo (categorizados em 2 grupos):

Grupo 1: PVHA com diagndstico recente de reativacdo de infecgéo latente por T. gondii, com diagnostico
presuntivo para neurotoxoplasmose, provenientes do Servigo de Infectologia do HC-FMB-Unesp, com um
numero de participantes estimados em 20 pacientes.

Grupo 2: PVHA diagnosticadas no més anterior, provenientes do Servigo de Ambulatérios Especializados de
Infectologia “Domingos Alves Meira” (SAEI-DAM), seguindo os seguintes critérios: CD4+ 200, sem
tratamento com terapia antirretroviral, e sem sintomatologia neurolégica, com numero de participantes
definido em 10 pacientes.

Critérios de exclusdo

Individuos menores de 18 anos, gestantes e aqueles que nao concordarem em assinar o termo de
consentimento livre esclarecido.

Endereco: Chacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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Continuagao do Parecer: 3.721.608

N° total de pacientes: 30 (20 e 10)

Os pacientes serdo acompanhados e avaliados prospectivamente no inicio do tratamento para
neurotoxoplasmose, apos retorno em 60 dias, 6 meses e posteriormente apds 1 ano do inicio do tratamento,
no periodo entre junho de 2019 a maio de 2020.

o diagnodstico da doenga se da por achados clinicos compativeis, e achados nos exames de imagem, sendo
que esse algoritmo é realizado na rotina do HC-FMB-Unesp.

Variaveis

variaveis clinicas: sexo, idade, municipio de procedéncia, data do diagndstico do HIV, data do diagndstico
de neurotoxoplasmose (NTX), uso de TARV no momento do diagnéstico de NTX, uso de profilaxia para
NTX, 1° episédio de NTX CD4 inicial do paciente, data do CD4 inicial, CD4 no momento do diagnédstico de
NTX, data do CD4 no momento de NTX.

Carga viral inicial do paciente, data da carga viral, carga viral no momento de NTX

Amostras de sangue serdo coletadas por meio de pungéo venosa, e coleta de liquido cefalorraquidiano sera
realizada pela técnica de pungéo lombar.

As amostras serdo encaminhas ao Laboratério de Diagndstico Zoonoses, Departamento de Higiene
Veterinaria e Salide Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu, onde sera
realizado a Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Reagdo em Cadeia da Polimerase convencional
e nested-PCR.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a prevaléncia de exposicdo e a presenga de doencga ativa por Toxoplasma gondii em PVHA,
atendidos no Servigo de Infectologia do HC FMB UNESP e Servico de Ambulatérios Especializados de
Infectologia “Domingos Alves Meira” (SAEI-DAM), unidade do complexo

médico-hospitalar da FMB UNESP.

Objetivos especificos

Determinar a presenca de anticorpos anti-T. gondii IgG e IgM em amostras de sangue de PVHA pela
Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI);

Detectar Toxoplasma gondii em amostras de sangue e liquido cefalorraquidiano (LCR) pela Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR);

Caracterizar perfil clinico dos pacientes e sua relagdo com a sorologia para T. gondii, e investigar
diagnostico prévio para neurotoxoplasmose.

Endereco: Chacara Butignolli, s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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Continuagéo do Parecer: 3.721.608

Comparar os resultados da analise do sangue pelos dois métodos: RIFI e PCR.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Risco de transmiss&o ocupacional.

Beneficios:

Importancia dos métodos diagndsticos realizados por biologia molecular na investigagdo de quadros clinicos
compativeis com neurotoxoplasmose em PVHA

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de projeto de mestrado no progama de PG de Doengas Tropicais, orientado por Helio Langoni e
coorientado por Alexandre Barbosa. Estudo prospectivo observacional, com amostra de conveniéncia
baseando-se no fluxo histérico do Servigo de Infectologia do HC FMB UNESP.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos de apresentagéo obrigatéria foram anexados

- Projeto

- TCLE

- Anuéncia Institucional HC e FMB

- Cronograma

- Folha de rosto

-Biorrepositdrio.

Recomendacoes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Ap6s analise em REUNIAO EXTRAORDINARIA, o Colegiado deliberou APROVADO o projeto de pesquisa
apresentado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberagdo do Colegiado, em REUNIAO EXTRAORDINARIA do Comité de Etica em Pesquisa
FMB/UNESP, realizada em 19/11/2019, o Projeto de Pesquisa encontra-se APROVADO.

O pesquisador deverad iniciar a coleta de dados ap6s aprovagéo do CEP.

Apds finalizagdo da pesquisa, o pesquisador devera apresentar relatério final de atividades.

Att CEP - FMB
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Qg

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacgdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/11/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1385335.pdf 16:59:29
Outros Carta_Resposta.pdf 08/11/2019 | MARIANA Aceito

16:57:40 |ZANCHETTAE
GAVA
Outros TERMO_ANUENCIA_ATUALIZADO.pdf | 08/11/2019 | MARIANA Aceito
16:54:33 |ZANCHETTAE
GAVA
Projeto Detalhado/ | PROJETO_MESTRADO_ATUALIZADO.| 08/11/2019 |MARIANA Aceito
Brochura pdf 16:33:57 |(ZANCHETTAE
Investigador GAVA
Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 08/11/2019 |MARIANA Aceito
CEP_3631564.pdf 16:26:48 |ZANCHETTAE
GAVA
Cronograma CRONOGRAMA_ATUALIZADO.pdf 08/11/2019 |MARIANA Aceito
16:25:53 |ZANCHETTAE
GAVA
Declaragéo de Termo_Biorrepositorio.pdf 08/11/2019 | MARIANA Aceito
Manuseio Material 16:25:30 |ZANCHETTAE
Biologico / GAVA
Biorepositério /
Biobanco
TCLE / Termos de | TCLE_ATUALIZADO.pdf 08/11/2019 |MARIANA Aceito
Assentimento / 16:24:24 |(ZANCHETTAE
Justificativa de GAVA
Auséncia
Outros DeclaracaoFMB.pdf 19/08/2019 | MARIANA Aceito
11:03:35 |ZANCHETTAE
GAVA
Folha de Rosto New_Blank_Document.pdf 19/08/2019 | MARIANA Aceito
10:45:55 |ZANCHETTAE
GAVA

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Nao

Endereco: Chécara Butignolli , s/n

Bairro: Rubido Junior
UF: SP

CEP: 18.618-970

Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609

E-mail:

cep@fmb.unesp.br
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BOTUCATU, 24 de Novembro de 2019

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA

(Coordenador(a))
Enderego: Chacara Butignolli , s/n
Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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14.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

RESOLUGAO 466/2012

1 - DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE . ... ettt
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ................ SEXO fisvassnmsnae RG HCUNESP: c.onnemsasiaunns
DATA NASCIMENTO.: ........ T pR— Fosiss
ENDERECO

BAIRRO: .....

DATA NASCIMENTO.: ...... Tessavsd Feors

ENBEREGO: 2 s o505 e i T e e i e S DA e B e | ——— APTO. ...........
BAIRROE v casssmssmsmnsmumunasmmsramee CIDADE: x50 nsssmasvasssassmsassnspisesonss
CEP: suammunmsngs TELEFONE: DDD (............ s s

Il - DADOS REFERENTES A PESQUISA CIENTIFICA

Prezado (a) Senhor (a)

Convido, o Senhor (a) para participar do Projeto de Pesquisa intitulada
“Infecgdo pelo Toxoplasma gondii em pacientes vivendo com HIV/Aids:
Sororreatividade e perfil clinico”, que sera desenvolvido por mim Mariana
Zanchetta e Gava, aluna da Pds-graduagdo em Doengas Tropicais da
Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho” Faculdade de Medicina de
Botucatu- Unesp, com orientacdo do profissional de Médicos infectologistas,
enfermeiros, e Professor Dr. Hélio Langoni e Professor Dr. Alexandre Naime

Barbosa.
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Estamos estudando a doenca toxoplasmose em pacientes vivendo com
HIV/Aids (PVHA). A toxoplasmose € uma zoonose, ou seja, uma doencga
naturalmente transmitida entre animais e humanos, sendo adquirida
principalmente pela ingestdo de carne suina e ovina crua ou mal cozida, ou
pela ingestao de alimentos e agua contaminados, manipulagao de carne crua,
ingestdo de leite cru, jardinagem sem uso de luvas, exposicdo ao solo
contaminado, contato com fezes de felideos contaminadas, e infeccdo de mao
para filho, sendo que a principal manifestagdo dessa doenga em PVHA é a
Neurotoxoplasmose, ou seja, acometimento do cérebro ou outras estruturas do
Sistema Nervoso Central pelo protozoério.

Para pacientes sem manifestagdo da clinica da doenga Toxoplasmose,
serdo coletados 4 mL do seu sangue, 4 vezes ao longo de 1 ano, sendo a
primeira coleta no inicio do acompanhamento (1), apds retorno em 60 dias (2),
6 meses (3) e posteriormente apos 1 ano do inicio do tratamento (4). Essas
coletas j& fazem parte do calendario de rotina das PVHA em inicio de
seguimento no Servico de Ambulatérios Especializados de Infectologia
“Domingos Alves Meira” - SAEI-DAM, n&o sendo necessario, portanto, coletas
adicionais por conta dessa pesquisa. Além dos exames de rotina, sera
acrescido nessas andlises de sangue alguns exames mais especificos no
diagndstico de toxoplasmose em pessoas assintomaticas (Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
Convencional e Nested-PCR).

Para pacientes com Neurotoxoplasmose, além dos exames de sangue
descritos acima, sera realizada Unica pungdo lombar para andlise de liquido
cefalorraquidiano (LCR), coleta essa ja estabelecida na rotina de pacientes
atendidos pelo Servigo de Infectologia do HC FMB UNESP, no momento do
diagnostico. Dessa amostra, sera utilizado 4 mL para exames mais especificos
para confirmar a infec¢éo por Toxoplasma (PCR).

Durante a realizagdo da coleta de sangue, o risco que senhor (a) corre
sera a dor da picada da agulha e uma mancha roxa que desaparecera bem
rapidamente. Quando for necessario do ponto de vista médico (diagnostico de
Neurotoxoplasmose), também iremos coletar LCR, que sera realizada pela
técnica de puncdo lombar. Nesse procedimento, pode ocorrer dor no local
durante a puncéo lombar que serd minimizado por meio de anestesia, e vocé
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terd como beneficio de uma avaliagdo mais especifica para o diagnéstico da
neurotoxoplasmose que ainda ndo estd incorporada na rotina do SUS,
recebendo posteriormente o tratamento especifico de acordo com o resultado.

Os objetivos do estudo sdo avaliar a prevaléncia de exposicao e a
presenga de doenga ativa por Toxoplasma gondii em pacientes vivendo com
HIV/Aids, e comparar os resultados da analise do sangue, soro e liquor pelos
trés métodos: RIFI, Quimioluminescéncia e PCR e determinar qual sera o mais
eficiente para diagnosticar a doenca.

Tendo em vista que a toxoplasmose é uma das enfermidades
oportunistas mais comuns em pessoas vivendo com HIV/Aids, causando sérios
danos ao organismo, dentre eles alteragdes neurolégicas. Sendo assim, torna-
se imprescindivel o levantamento de dados epidemiolégicos referentes a
infeccdo pelo T. gondii, principalmente, em relagdo ao impacto para saude
publica.

Informamos que o material biolégico colhido do Senhor (a), ndo sera
utilizado em sua totalidade e parte dele sera armazenada no Departamento de
Higiene Veterinaria e Saude Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia de Botucatu. Apds a finalizagdo da pesquisa, o material sera
devidamente descartado. Para reutilizagdo desse material sera escrito um novo
projeto de pesquisa, com um novo termo de consentimento para que o Senhor
(a) assine nova autorizagao para utilizagdo desse material.

Solicitamos seu consentimento para consultar seu prontuario médico
para coletar outras informagdes la contidas como, nome completo, enderego,
telefone, documento de identidade e data de nascimento e resultados de
exames, referentes a consultas feitas anteriormente pelo (a) senhor (a).
Também solicitamos sua autorizacdo para apresentar os resultados deste
estudo em eventos da area de saude e publicar em revista cientifica nacional
e/ou internacional. Por ocasido da publicagdo dos resultados, seu nome sera
mantido em sigilo absoluto.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2
vias de igual teor, o qual 1 via sera entregue ao senhor (a) devidamente
rubricada, e a outra via sera arquivada e mantida pelos pesquisadores por um

periodo de 5 anos apéds o término da pesquisa.
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Contato com os Pesquisadores Responsaveis:

Caso necessite de maiores informagdes sobre o presente estudo, favor
ligar para os pesquisadores: Mariana Zanchetta e Gava. Telefone: (27)
997953421. Endereco: Rua Prof. Dr. Walter Mauricio Correa, s/n, 18618-681 -
Botucatu, SP. E-mail: marianazgava@gmail.com.

Prof. Dr. Alexandre Naime Barbosa. Telefone: (14) 38801282. Endereco:
Avenida Professor Mario Rubens Guimardes Montenegro, s/n, 18618687 -

Botucatu, SP. E-mail: barbosa.an@ymail.com.
Prof. Dr. Hélio Langoni. Telefone: (14) 38116270. Enderego: Rua Prof.
Dr. Walter Mauricio Correa, s/n, 18618-681 - Botucatu, SP. E-mail:

helio.langoni@unesp.br
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Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité
de Etica em Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que
funciona de 22 a 62 feira das 8:00 as 12.00 e das 13.30 as 17horas, na Chacara
Butignolli s/n® em Rubido Junior — Botucatu - Sdo Paulo. Os dados de
localizagdo dos pesquisadores estdo abaixo descritos:

Esclarecemos que sua participagdo no estudo € voluntaria e, portanto, o
(a) senhor(a) nao é obrigado(a) a fornecer as informagdes e/ou colaborar com
as atividades solicitadas pelos pesquisadores citados anteriormente. Caso
decida ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do
mesmo, ndo sofrera nenhum dano, nem havera modificacdo na assisténcia que
vem recebendo na Instituicdo. Os pesquisadores estardo a sua disposicdo para
qualquer esclarecimento que considere necessario em qualquer etapa da

pesquisa.

Assinatura da pesquisadora responsavel

Considerando, que fui informado (a) dos objetivos e da relevancia do
estudo proposto, de como sera minha participagédo, dos procedimentos e riscos
decorrentes deste estudo, declaro o meu consentimento em participar da
pesquisa de forma voluntaria, estando ciente que todos os meus dados estardo
resguardos através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou
ciente que os resultados desse estudo poderdo ser publicados e revistas

cientificas.

Botucatu, de de

Assinatura do participante ou responsavel legal
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