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Resumo

CUNHA, Cintia Lidiane Guidotti Aguiar. Investigacdo de anticorpos para
Neospora caninum em humanos e sua relacdo com a infeccdo pelo Virus da
Imudeficiéncia Humana. 2013. 42f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de POs-
Graduacao em Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Neospora caninum € um protozodrio intracelular obrigatorio, causador da neosporose e
assemelha-se a Toxoplasma gondii pela formacdo de cistos teciduais em seus
hospedeiros. Os humanos ndo séo considerados hospedeiros intermediarios para N.
caninum, mas seu potencial zoonoético € discutivel, em virtude da proximidade
filogenética com T. gondii e do relato de um estudo, onde fetos de primatas néo
humanos, Rhesus, (Macaca mulatta) infectados artificialmente, apresentaram lesdes
semelhantes as causadas por toxoplasmose congénita. O presente estudo teve por
objetivo verificar a ocorréncia de anticorpos para N. caninum em humanos e sua
possivel associacdo com a infeccdo por HIV e outros fatores de risco. A ocorréncia
de anticorpos para N. caninum foi determinada a partir de uma amostra de 156
pacientes HIV-positivos e 100 de individuos HIV-negativos do municipio de Pelotas,
Rio Grande do Sul, Brasil, por meio da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI), com a diluicdo inicial de 1:25. Os titulos de anticorpos encontrados através da
RIFI variaram entre 25 e 800. Das 256 amostras de soros humanos analisadas, 47
(18,3%) foram positivas para N. caninum. Sendo que anticorpos para esse coccidio
foram encontrados em 36 pacientes HIV-positivos (23,1%) e em 11 individuos HIV-
negativos (11%). A analise multivariada demonstrou que pacientes HIV-positivos que
possuem contagem de linfécitos T-CD4+ < 350 células/mm® possuem 2,4 vezes
mais chances de serem soropositivos para N. caninum. Individuos HIV-negativos que
apresentam soropositividade para T. gondii possuem 4,71 vezes mais chances de
apresentarem anticorpos para o agente estudado. Os resultados obtidos indicam a
exposicdo de seres humanos a N. caninum, com prevaléncia mais elevada em
individuos imunocomprometidos.

Palavras-chave: AIDS. HIV. Imunofluorescéncia. Neospora caninum. Protozoéario.



Abstract

CUNHA, Cintia Lidiane Guidotti Aguiar. Investigacdo de anticorpos para
Neospora caninum em humanos e sua relacdo com a infeccdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana. 2013. 42f. Dissertacdo (Mestrado) — Pés-Graduacgéo
em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Neospora caninum IS an obligate intracellular protozoan, causes neosporosis and
resembles formation by Toxoplasma gondii tissue cysts in their hosts. Humans are not
considered intermediate hosts for N. caninum, but its zoonotic potential is questionable,
because of the close phylogenetic relationship with T. gondii and the report of a study,
which fetuses of nonhuman primates, Rhesus, (Macaca mulatta) infected artificially with
lesions similar to those caused by congenital toxoplasmosis. The present study
aimed to verify the occurrence of antibodies to N. caninum in humans and its possible
association with HIV infection and other risk factors. The presence of antibodies to N.
caninum was determined from a sample of 156 HIV-positive patients and 100 HIV-
negative individuals of Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil, through the reaction of
Indirect Immunofluorescence Assay (IFA), with initial dilution of 1:25. Antibody titers
found by IFA ranged between 25 and 800. Samples of 256 human sera analyzed, 47
(18.3%) were positive for N. caninum. Since antibodies to this protozoan were found in
36 HIV-positive patients (23.1%) and in 11 HIV-negative individuals (11%).
Multivariate analysis showed that HIV-positive patients who have CD4+ T-
lymphocyte count < 350 cellss/mm3 have 2.4 times more likely to be seropositive for
N. caninum. HIV-negative individuals who have seropositivity for T. gondii have 4.71
times more likely to have antibodies to the agent studied. The results indicate the
exposure of humans to N. caninum, with higher prevalence in immunocompromised
individuals.

Keywords: AIDS. HIV. Immunofluorescence. Neospora caninum. Protozoan.
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1 INTRODUCAO

Neospora caninum Dubey, Carpenter, Speer, Topper e Uggla (1988) é um
protozoario intracelular obrigatério, do filo Apicomplexa, familia Sarcocystidae,
agente causador da neosporose e que se assemelha ao Toxoplasma gondii pela
formacéao de cistos teciduais em seus hospedeiros (DUBEY et al., 2002).

A neosporose foi primeiramente descrita por Bjerkas et al. (1984), na
Noruega, em cdes que apresentavam quadro neurolégico e musculo esquelético
alterado, sendo que anticorpos para T. gondii ndo foram encontrados nos soros
destes céaes e bradizoitos inoculados em camundongos nao foram infectantes.

Posteriormente, Dubey et al. (1988), isolaram e descreveram um protozoario
em caes que apresentavam sinais clinicos semelhantes aos relatados por Bjerkas,
guando foi denominado Neospora caninum. ApOS esse coccidio ser reconhecido como
o causador de doencas em caes, formas semelhantes foram identificadas em fetos
de bovinos abortados, mumificados e em terneiros com paralisia neonatal (MARSH
et al., 1995).

Desde a sua descoberta até os dias de hoje, a neosporose € considerada
uma das mais importantes enfermidades causadoras de abortamentos e perdas
neonatais, tanto em bovinos leiteiros, quanto de corte (DUBEY e LINDASY, 1996;
DUBEY et al., 2007).

Os canideos domésticos (Canis lupus familiaris) atuam como hospedeiros
definitivos, além dos coiotes (C. latrans), dingos (C. lu. dingo) e lobos cinza (C. lupus),
nos quais ocorre a fase de desenvolvimento sexual do protozoario e a posterior
eliminagdo de oocistos nas fezes (MCALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2004;
KING et al.,, 2010; DUBEY et al.,, 2011a). Mamiferos domésticos, como bovinos,
caprinos, ovinos, equinos, além de outros silvestres como cervideos, camelideos e
mustelideos atuam como hospedeiros intermediarios, sendo que nesses ha a
formacdo de cistos em seus tecidos, principalmente sistema nervoso central
(DUBEY e LINDSAY, 1996; GONDIM, 2006). Dentre todos os hospedeiros, 0s

canideos, tanto domésticos, quanto silvestres atuam como hospedeiros definitivos e
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intermediarios, estando diretamente relacionados a epidemiologia da neosporose
(DUBEY, 1988).

Atualmente, as areas de transicdo ambiental, ecotonos, limites que separam
0S espacgos urbanos de rurais estdo, a cada dia passa, mais dificeis de serem
identificados, devido a expansdo das atividades humanas. Isso favorece o
desequilibrio de ambientes naturais e dessa forma, o contato com animais silvestres
infectados por N. caninum pode ser inevitavel, como 0s canideos Lycalopex gymnocercus
e Cerdocyon thous (CANON-FRANCO et al., 2004), presentes em areas de mata da
regido sul, do Rio Grande do Sul (RUAS et al., 2008).

A descoberta de hospedeiros em potencial de N. caninum tem aumentado
expressivamente nos ultimos anos. Foi detectada a presenca de DNA desse
protozoario em tecidos renais, cérebro e musculo de camundongo doméstico (Mus
musculus), rato-marrom (Rattus norvegicus) € rato do campo (Apodemus sylvaticus), 0 que
sugere que estes animais podem atuar como reservatérios, uma vez que, possuem
ampla distribuicdo e habitam tanto ambientes rurais, quanto urbanos (FERROGLIO
et al.,, 2007). Quanto a eficiéncia de transmissdo do parasito de roedores
naturalmente infectados para outros animais, ainda ndo é conhecida, uma vez que
parasitos viaveis nao foram isolados. No entanto, sabe-se gque ratos e camundongos
sdo predados por diferentes espécies de carnivoros, inclusive canideos, o que pode
contribuir para a disseminacgéo do parasito (GONDIM, 2008; DUBEY et al., 2011b).

De acordo com estudos realizados até 2007, apenas mamiferos haviam sido
identificados como hospedeiros naturais para N. caninum, porém o coccidio foi
detectado em galinhas (Gallus gallus domesticus), dado que poder vir a contribuir na
epidemiologia da neosporose, uma vez que esses animais servem como fonte de
alimento de varias outras espécies, no mundo inteiro (COSTA et al., 2008). Esse
achado sugere que canideos domésticos, possam se infectar ao se alimentarem de
galinhas, usadas em rituais religiosos, deixadas as margens de vias urbanas e
autoestradas. Anteriormente a esse relato, um estudo com cées que consumiram
ovos de galinhas, embrionados, e infectados experimentalmente com N. caninum,
eliminaram oocistos nas fezes, demonstrando a capacidade dessas aves em
participar na transmissao do parasito (FURUTA et al., 2007).

Além da constatacdo da infec¢cdo natural por N. caninum em galinhas (Gallus
gallus domesticus), estudos evidenciam a presenca do parasito em outras espécies de

aves como pombas e pardais. Mineo et al. (2008), ao infectarem experimentalmente
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pombas (Columba livia), com taquizoitos de N. caninum, e avaliarem a cinética da
soroconversao de anticorpos, detectaram presenca de IgG, em diferentes titulagdes.
Gondim et al. (2010) identificaram a presenca de DNA do parasito em coracéo e
cérebro de pardais (Passer domesticus). Ambos 0s estudos sugerem a importancia que
aves podem ter como reservatorios naturais do coccidio.

Foi demonstrado por Cunha-Filho et al. (2008) que caes da area urbana séao
infectados por N. caninum, demonstrando que existe o risco de seres humanos
entrarem em contato com o0 agente etioldgico da neosporose, uma vez que a
presenca de oocistos viaveis nas fezes de canideos naturalmente infectados podem
ser uma fonte de infeccdo aos seres humanos, por sua ingestdo em &gua
contaminada, maos sujas e vegetais mal higienizados. Além disso, existe a
possibilidade de infeccdo pelo consumo de carne crua ou mal passada de
hospedeiros intermediarios, contendo cistos com bradizoitos.

De acordo com McCann et al. (2008), os seres humanos ndo sé&o
considerados hospedeiros intermediarios para N. caninum. NO entanto, o potencial
zoonoGtico desse agente € discutivel, em virtude da proximidade filogenética com T.
gondii € do relato de um estudo realizado a partir da infeccdo experimental em
fémeas prenhes de primatas ndo humanos, Rhesus, (Macaca mulatta), ter sido capaz
de causar nos fetos lesdes semelhantes as causadas por toxoplasmose congénita
(BARR et al., 1994; HEMPHILL et al., 1999).

Desde entéo, relatos da presenca de anticorpos para N. caninum, em humanos,
vem surgindo na literatura, a fim de preencher as lacunas referentes ao potencial
zoonotico desse protozoario (TRANAS et al., 1999; LOBATO et al., 2006; BENETTI
et al., 2009).

Na Califérnia, Tranas et al. (1999) detectaram a presenca de anticorpos para
N. caninum em 6,7% dos soros humanos analisados pela Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

Um estudo realizado por Lobato et al. (2006), indicaram a exposi¢cdo ou a
infeccdo de seres humanos por N. caninum, pois 38% dos pacientes infectados pelo
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e 18% dos pacientes que apresentavam
desordens neurolégicas foram soropositvos para esse agente. Os autores sugeriram
gue a neosporose pode vir a ser considerada uma parasitose oportunista em
pacientes imunocomprometidos, além da infec¢céo por N. caninum e T. gondii Ocorrerem

simultaneamente.
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O Virus da Imunodeficiéncia Humana (do inglés HIV — Human
Immunodeficiency Virus) foi descrito em 1983, como o agente causador da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (BARRE-SINOUSSI et al., 1983),
embora sua presenca na populacdo humana tenha sido registrada em 1981, quando
sintomas de doenca infecciosa rara e oportunista, foram observados em grupo de
homens homossexuais e/ou usuarios de drogas (GOTTLIEB, et al.; MASUR, et al.,
1981).

O HIV é um retrovirus pertencente a familia Retroviridae € ao género lentivirus,
0 qual é constituido por duas fitas de RNA ndo complementares e que se encontram
associadas a enzima Transcriptase Reversa (TR), que ird transformar seu genoma
de RNA, em uma coépia de DNA proviral e que se integrard aos cromossomos da
célula hospedeira (SCHWARTZ e NAIR, 1999; GIRARD et al., 2011).

Estudos de analise filogenética permitem dividir o HIV em dois tipos HIV-1 e
HIV-2. O HIV-1 é o responsavel pela pandemia, o qual esta intimamente ligado a
uma estirpe do virus da imunodeficiéncia simia (SIVcpz) e identificado em membros
nativos de chimpanzés da subespécie Pan troglodytes troglodytes, considerados
reservatérios naturais do HIV-1 (KEELE et al., 2006). HIV-2 foi originado do SIVsmm
que tem como hospedeiro natural o primata mangabey (Cercocebus atys atys)
(SANTIAGO et al., 2005).

Desde sua identificacdo, a AIDS ja vitimou cerca de 25 milh6es de pessoas
em todo o mundo e estima-se que 34 milhdes estejam infectadas, o que torna essa
enfermidade um problema e uma prioridade para os 6rgdos de saude publica
(UNAIDS, 2009, 2012). J4 no Brasil, desde que os casos de AIDS passaram a ser
notificados, 1980, cerca de 250 mil pessoas vieram a 6bito e segundo estimativas do
Ministério da Saude, até 2012, 656.701, com idades entre 5-60 anos, foram
infectadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

A infeccd@o pelo HIV-1 cursa com amplo espectro de apresentagdes clinicas,
desde a fase aguda (que pode ser assintomatica, oligossintomatica ou se manifestar
como sindrome retroviral aguda), até a fase avancada da doenca, com as
manifestacbes da imunodeficiéncia definida como AIDS (MINISTERIO DA SAUDE,
2008).

Segundo Bacchetti e Moss (1989) a fase crbnica se caracteriza por um longo
periodo assintomatico, onde a replicacao viral mantém-se estabilizada, enquanto os

niveis de linfécitos T-CD4+ diminuem lentamente. O tempo entre a soroconversao
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até o desenvolvimento da AIDS é de, em média, dez anos, sendo que a progressao
da doenca esta diretamente relacionada a niveis mais elevados de RNA do HIV e a
consequente queda dos linfocitos T-CD4+ (BACCHETTI e MOSS, 1989;
MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

O tratamento deve ser recomendado em individuos assintométicos, com
contagem de linfocitos T-CD4+ entre 200 e 350/mm?>. Quanto mais préxima de 200
células/mm? estiver a contagem de linfécitos T-CD4+, maior é o risco de progresséo
para AIDS (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Na Franga, Robert-Gangneux e Klein (2009), ao analisarem amostras de
soros humanos de pacientes HIV-positivos e de mulheres gravidas saudaveis,
constataram, através RIFI, a presenca de anticorpos para N. caninum em 1% (4/400)
dos pacientes HIV-positivos. No entanto, ndo foi constatada a ocorréncia de
anticorpos para esse parasito em amostras de soros de pessoas saudaveis.

Benetti et al. (2009) ao realizarem um estudo com trabalhadores rurais da
regido Sudoeste do estado de Mato Grosso, verificaram que, de 67 amostras de
soros humanos analisadas pela RIFI, 10,5% apresentaram anticorpos contra N.
caninum.

Devido a um possivel papel desse parasito como causador de zoonose,
estudos, principalmente, em grupos populacionais suscetiveis, como é o caso de
pessoas imunocomprometidas, se tornam cada vez mais necessarios, uma vez que,

registros de soroprevaléncia nessa espécie vém ocorrendo pelo mundo.



2. OBJETIVOS

Geral
* Verificar a ocorréncia de anticorpos para N. caninum em humanos infectados

e ndo infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana na regiao sul do Brasil.

Especificos
* Comparar a frequéncia de anticorpos para N. caninum entre as duas

populacdes estudadas;

* Correlacionar os possiveis fatores de risco com a frequéncia de anticorpos

em cada populacao;
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INVESTIGACAO SOROLOGICA DE ANTICORPOS PARA Neospora caninum
EM HUMANOS E SUA RELACAO COM A INFECCAO PELO
VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA

SUMMARY

Neospora caninum is an obligate intracellular protozoan, forming cysts belonging to
the phylum Apicomplexa, which causes neosporosis. The present study aimed to
verify the occurrence of antibodies to N. caninum in humans and its possible
association with HIV infection and other risk factors. The presence of antibodies to N.
caninum was determined from a sample of 156 HIV-positive patients and 100 HIV-
negative individuals of Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil, through the reaction of
Indirect Immunofluorescence Assay (IFA), with initial dilution of 1: 25. Antibody titers
found by IFA ranged between 25 and 800. Antibodies to N. caninum were found in 36
HIV-positive patients (23.1%) and in 11 HIV-negative individuals (11%). Multivariate
analysis showed that HIV-positive patients who have CD4+ T-lymphocyte count <
350 cellssfmm3 have 2.4 times more likely to be seropositive for N. caninum. HIV-
negative individuals who have seropositivity to Toxoplasma gondii have 4.71 times
more likely to have antibodies to the agent studied. The results indicate the exposure
of humans to N. caninum, with higher prevalence in immunocompromised
individuals.

KEYWORDS: AIDS; HIV; Immunofluorescence; Neospora caninum; Protozoan.

RESUMO

Neospora caninum € um protozoario intracelular obrigatorio, formador de cistos,
pertencente ao filo Apicomplexa, causador da neosporose. O presente estudo teve
por objetivo verificar a ocorréncia de anticorpos para N. caninum em humanos e sua
possivel associacdo com a infec¢éo por HIV e outros fatores de risco. A ocorréncia
de anticorpos para N. caninum foi determinada a partir de uma amostra de 156 de
pacientes HIV-positivos e 100 de individuos HIV-negativos do municipio de Pelotas,
Rio Grande do Sul, Brasil, por meio da Reacao de Imunoflurescéncia Indireta (RIFI),

com a diluicdo inicial de 1:25. Os titulos de anticorpos encontrados através da RIFI
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variaram entre 25 e 800. Anticorpos para N. caninum foram encontrados em 36
pacientes HIV-positivos (23,1%) e em 11 individuos HIV-negativos (11%). A andlise
multivariada demonstrou que pacientes HIV-positivos que possuem contagem de
linfécitos T-CD4+ < 350 células/mm?® possuem 2,4 vezes mais chances de serem
soropositivos para N. caninum. Individuos HIV-negativos que apresentam
soropositividade para Toxoplasma gondii possuem 4,71 vezes mais chances de
apresentarem anticorpos para o agente estudado. Os resultados obtidos indicam a
exposicao de seres humanos a N. caninum, com prevaléncia mais elevada em
individuos imunocomprometidos.

PALAVRAS-CHAVE: AIDS; HIV; Imunofluorescéncia; Neospora caninum;

Protozoario.

INTRODUCAO

Neospora caninum €& um protozodrio intracelular obrigatério, formador de
cistos, pertencente ao filo Apicomplexa, causador da doenca conhecida por
neosporose.*?

O céo é considerado seu principal hospedeiro definitivo, podendo servir
também de hospedeiro intermediario.?” As demais espécies ja identificadas como
hospedeiros intermediarios sdo ovinos, caprinos, equinos, bubalinos, além de vérios
animais silvestres como os cervideos,'®#391°

Trés formas infectantes de N. caninum estdo envolvidas na transmisséo
desse agente: bradizoitos (presentes no interior dos cistos), taquizoitos e oocistos
esporulados.? Os hospedeiros podem se infectar através da ingestdo de tecidos
contendo bradizoitos ou, ainda, pela ingestdo de alimentos e agua contaminada
contendo oocistos esporulados.**

Os humanos ndo sdo considerados hospedeiros intermediarios para N.
caninum, porém, o potencial zoondtico desse parasito ainda é discutivel, em virtude
da proximidade filogenética com T. gondii e por compartilharem das mesmas formas

de infeccdo.”
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Em experimento realizado com fémeas prenhes de primatas ndo humanos,
Rhesus, (Macaca mulatta), foi demonstrado que a inoculacéo de N. caninum é capaz
de causar nos fetos lesdes semelhantes as causadas por T. gondii.*

N&o existem evidéncias que N. caninum seja capaz de causar sintomatologia
clinica em seres humanos com sucesso.?® No entanto, alimentos frequentemente
ingeridos pelos humanos, como o ovo, quando fornecidos com embrido infectado por
N. caninum aos cées, os levam a eliminar oocistos nas fezes, sugerindo que
galinhas infectadas possam desempenhar importante papel na epidemiologia da
neosporose.*’

N. caninum é considerado um protozoario oportunista, como ja demonstrado
em cdaes infectados por Leishmania infantum e em bovinos infectados por diarreia
viral e herpesvirus 1.1%?° Devido & susceptibilidade a enfermidades.

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), causada pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), é uma doenca de origem infecciosa, viral, letal,
transmissivel através de sangue e fluidos corporais humanos contaminados.
Levando a perda progressiva da imunidade do portador, deixando-o predisposto as
infeccBes oportunistas.*®

Os pacientes HIV-positivos tornam-se suscetiveis a infec¢cdes concomitantes
por agentes oportunistas, como pode ser o caso de N. caninum. O presente estudo
teve como objetivo verificar a ocorréncia de anticorpos para N. caninum em
humanos HIV-positivos e individuos HIV-negativos e correlacionar a soropositividade
para este parasito com possiveis fatores de risco.

MATERIAL E METODOS

Populacao e calculo amostral

Foram analisada 256 amostras de soros humanos de individuos da regido de
Pelotas (RS), sendo 156 de pacientes HIV-positivos acompanhados no Servigco de
Atendimento Especializado (SAE) e 100 de individuos HIV-negativos.

De acordo com informacfes fornecidas pelo SAE, cerca de 2.500 pessoas

HIV-positivas sdo atendidas por esse servi¢co. Para o calculo do tamanho amostral,
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utilizou-se uma prevaléncia esperada de 50% (correspondente a enfermidades
desconhecidas em determinada regido), com erro esperado de 10%, e intervalo de
confianca (IC) de 95%°%', chegando ao nimero minimo de 92 amostras, sendo
analisadas 156. A populacao estimada para o municipio de Pelotas, no ano de 2012,
foi de 329.435 mil habitantes.?* Para a amostragem de seres humanos saudaveis foi
empregado o mesmo método de calculo amostral, chegando ao nimero minimo de
96 amostras, sendo analisadas 100. Os calculos foram gerados através do programa

estatistico Epi-Info verséo 3.3.2.

Coleta e processamento das amostras

As coletas de sangue foram realizadas durante o ano de 2012 no Laboratério
de Andlises Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas
e na residéncia de alguns participantes, por um profissional qualificado.

Essas amostras de soro ficaram armazenadas em freezer a -20°C, até o
momento da prova sorolégica, a qual foi realizada no Laboratério de Parasitologia do
Instituto de Biologia da UFPel.

As pessoas que concordaram em participar da pesquisa foi aplicado um
questionario epidemiol6gico sobre possiveis fatores de risco para a infeccao por N.

caninum.

Aspectos éticos

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas, e protocolado com o n°
21/12.

Variaveis epidemiolégicas

Para a analise foram consideradas as seguintes variaveis epidemioldgicas
para ambos os grupos de estudo: sexo, faixa etaria, escolaridade, habito de
manusear carne crua, habito de consumir vegetais crus, consumo de carne crua ou
mal cozida, consumo de embutidos caseiros, consumo de leite pasteurizado,

consumo de agua tratada, refeicBes realizadas em restaurantes, tem o habito de
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lavar as maos antes das refeicbes, contato das méaos diretamente com o solo,
histérico de transfusdo sanguinea e ser soropositivo para T. gondii. No grupo dos
HIV-positivos foram analisadas, ainda, as variaveis como contagem de linfocitos T-
CD4+, uso de terapia antirretroviral (uso regular, irregular, sem necessidade de uso

e necessita usar) e sinal nervoso.

Antigeno de Neospora caninum
Foram utilizadas laminas sensibilizadas com taquizoitos de N. caninum (cepa
NC-Bahia), as quais foram mantidas a -20°C até o momento das analises

sorolégicas.*®

Andlise soroldgica

A soronegatividade para HIV entre os participantes, do grupo de humanos
saudaveis, foi confirmada através de um teste rapido imunocromatografico de passo
anico para determinacéo de HIV em soro (BioPix).

A presenca de anticorpos para N. caninum foi detectada através da Reacgao
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), segundo técnica descrita por Bjérkman e
Uggla®, considerando-se positiva a amostra em que 0s taquizoitos apresentassem

fluorescéncia periférica total.>

A diluicdo 1:25 foi utilizada como ponto de corte para
a triagem inicial.
As amostras reativas foram testadas em diluicdes seriadas na base dois até a

méxima titulacdo reagente.’

Andlise estatistica

Todas as variaveis foram categorizadas em dois estratos em escala crescente
de risco. Dessa forma, a categoria com menor risco (zero) foi considerada como
base para as demais categorias. A variavel, contagem de linfécitos T-CD4+ foi
estratificada, a partir de dados publicados sobre recomendacdes para terapia
antirretroviral.*
Primeiramente, foi realizada uma analise univariada, através do teste de Qui-

quadrado (2% e teste Exato de Fisher (P < 0,25), para verificar a possivel associacao
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entre os fatores de risco e a variavel dependente (positividade para N. caninum).
Apoés, as variaveis independentes foram analisadas em modelo de regresséo
logistica (analise multivariada). Para a analise da significancia entre essas
associacOes foi utilizada a Odds Ratio (OR), com intervalo de confianca (IC) de

95%.%° A anélise foi feita com a utilizac&o do software Statistix 9.0.°
RESULTADOS

Caracterizagao da amostra

Foram realizadas analises sorolégicas em 256 amostras de soros humanos
de pessoas residentes na cidade de Pelotas, sul do Rio Grande do Sul, Brasil.
Dessas 156 (60,9%) eram de pacientes, HIV-positivos, atendidos pelo SAE e 100
(39,1%) de individuos HIV-negativos.

A tabela 1 demonstra a caracterizacdo da amostra estudada em relagdo aos
possiveis fatores de risco e a soropositividade para N. caninum.

Tabela 1

Entre os pacientes HIV-positivos 47,4 % possuiam niveis de linfocitos T-CD4+
< 350 céls/mm?® e 6,4% apresentaram algum tipo de sinal nervoso. No grupo que
fazia uso de terapia antirretroviral, 91,0% usava regularmente e 9,0% usava com
irregularidades. Ja entre os pacientes que ndo faziam tratamento, 67,9% nao

necessitavam e 32,1% iriam passar a fazer uso da terapia.

Ocorréncia de anticorpos para N. caninum

Das 256 amostras de soros humanos analisadas, 47 (18,3%) foram positivas
para N. caninum.

A soropositividade para N. caninum foi de 23,1% (36/156) em pacientes HIV-
positivos. Em individuos HIV-negativos foi de 11% (11/100), percentual
estatisticamente inferior ao do grupo anterior (P = 0,015).

A frequéncia de anticorpos para N. caninum, em pacientes HIV-positivos com
niveis de linfécitos T-CD4+ < 350 céls/mm?® foi de 31,1%. Em relac&o & presenca de

sinal nervoso (isquemias, toxo ocular, neurotoxoplasmose), a soropositividade foi de
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30%. Quanto ao uso de terapia antirretroviral o percentual de soropositivos foi de
24,2%, 22,2%, 15,8% e 33,3% respectivamente de acordo com o uso regular,
irregular, ndo uso e a necessidade de usar a terapia. Na tabela 2 encontram-se as
prevaléncias de anticorpos para N. caninum relacionadas aos niveis de linfécitos T-
CD4+, e ao tipo de uso de antirretrovirais.

Os titulos de anticorpos encontrados pela RIFI, nas amostras de soros
avaliadas, variaram entre 25 e 800, sendo o titulo com maior frequéncia, nos dois
grupos de estudo, o de 25, num total de 19 humanos (40,4%). O titulo de menor
frequéncia foi o de 800, o qual foi detectado em apenas um humano, HIV-positivo
(2,1%) (Tabela 3).

Tabela 2

Tabela 3

Fatores de Risco associados a soropositividade para N. caninum

Na andlise univariada dos fatores de risco, para o grupo de pacientes HIV-
positivos, as variaveis CD4, escolaridade, consumo de leite pasteurizado, sexo,
histérico de transfusdo sanguinea e ser soropositivo para T. gondii, apresentaram P
< 0,25 e passaram a ser analisadas por um modelo multivariado de regresséo
logistica. Nessa analise, foi constatado que pacientes HIV-positivos com niveis de
linfécitos T-CD4+ < 350 céls/mm?, possuem 2,40 vezes mais chances de serem
soropositivos para N. caninum.

Na Tabela 4 estd demonstrada a associacdo entre os possiveis fatores de
risco para N. caninum e a frequéncia de anticorpos em pacientes HIV-positivos
(n=156), a partir das analises univariada e multivariada.

Tabela 4

Para o outro grupo estudado, individuos HIV-negativos, verificou-se através
da analise univariada que, a soropositividade para T. gondii, escolaridade, faixa
etaria e refeicbes em restaurantes, podem estar relacionados a soropositividade

para N. caninum (P < 0,25).
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De acordo com o modelo de anélise multivariada, os individuos HIV-negativos
gue apresentam soropositividade para T. gondii possuem 4,71 vezes mais chances
de apresentarem anticorpos para N. caninum.

Na Tabela 5 estdo expressas as frequéncias de anticorpos para N. caninum e
a associacdo entre os possiveis fatores de risco em individuos HIV-negativos
(n=100), apos andlises univariada e multivariada.

Tabela 5

DISCUSSAO

Assim como ja descrito em outras espécies animais, como caes, bovinos,
primatas ndo humanos e galinhas,**"?° foi detectada a presenca de anticorpos
para N. caninum em humanos, o que reforca a ampla distribuicdo desse parasito e
sugere hipoteses ja verificadas por outros estudos, da circulacdo do agente entre
seres humanos e especialmente entre HIV-positivos.32°34

Esse € o primeiro relato da ocorréncia de anticorpos para N. caninum em
humanos no Rio Grande do Sul, Brasil. A alta soropositividade encontrada no
presente estudo entre o grupo de pacientes HIV-positivos, em relacdo aos individuos
HIV-negativos, foi detectada, também, por Lobato®™ em Minas Gerais, Brasil. Isso
sugere a possibilidade de esses pacientes representarem um grupo de risco para a
infeccdo por N. caninum, devido a particularidade da imunossupressao que podem
favorecer outras infecgdes como T. gondii e também N. caninum.

O presente estudo detectou uma soroprevaléncia de 23,1% entre 0s
pacientes HIV-positivos, dados que s&o inferiores aos encontrados por Lobato® que
foi de 38% e superiores aos descrito por Robert-Gangneux e Klein®** que detectaram
uma soroprevaléncia de apenas 1%, usando a diluicdo 1:80, o que pode ter
contribuido para essa baixa frequéncia de soropositivos. Em individuos HIV-
negativos observou-se uma prevaléncia de 11%, sendo maior que a encontrada por
Lobato® de 6,0%, e similar & detectada em moradores do meio rural, por Benetti,*
de 10,5%, ambos utilizaram a mesma técnica realizada no presente estudo para

deteccdo de anticorpos. Apesar de serem individuos de ambientes distintos fica



26

demonstrada que as fontes de infecgcdo encontradas tanto no meio rural, quanto no
meio urbano podem ser as mesmas.

Pacientes HIV-positivos que apresentaram niveis de linfécitos T-CD4+ < 350
céls/mm? apresentaram uma soropositividade para N. caninum de 31,1%. Nesses
pacientes é indicada a terapia antirretroviral, e quanto mais préxima de 200 céls/mm?®
estiver a contagem de linfécitos T-CD4+, maior é risco de infeccdes oportunistas®
como N. caninum.

Petersen*® ao ndo encontrarem indicios de contato com o agente causador da
neosporose, em mulheres com histérico de aborto, sugeriu que estudos passassem
a ser realizados com populacdes que apresentassem distarbios neurolégicos em
virtude de os cdes infectados por esse coccidio apresentarem sinais clinicos ligados
ao sistema nervoso. Cunha-Filho'!, no entanto, em um levantamento sorolégico para
N. caninum em cdes na mesma regido do presente estudo, ndo encontrou essa
relacdo entre soropositividade e presenca de sinais neurolégicos.

Quanto ao uso de terapia antirretroviral, foi observada soropositividade de
22,2% entre os pacientes que a fazem com irregularidades. Tal fato pode estar
associado ao habito que os usuarios da terapia antirretrorival possuem de fazerem
“férias” do tratamento, ou ainda fazer uso dessa terapia concomitantemente ao uso
de alcool, 0 que pode acarretar prejuizos na adesdo desse paciente ao tratamento.*
E de fundamental importancia que o paciente seja informado, de um dos principais
objetivos da terapia antirretroviral, que é o de preservar e restaurar, quando
possivel, o sistema imunolégico do paciente, por isso é fundamental que 0 mesmo
evite irregularidades no tratamento.*

O titulo de maior frequéncia encontrado pela técnica de RIFI, entre os
individuos HIV-negativos foi o de 25 e o mais alto 50. Em trabalhos realizados com
imunocompetentes, foram observados titulos similares* ou superiores® aos
encontrados no presente estudo.

Na Franca,® ao analisarem amostras de soros, através da RIFI, em humanos
HIV-positivos, encontraram uma soroprevaléncia de 1% (4/400), para N. caninum,
sendo o titulo mais frequente o de 80 e mais alto o de 160. No presente estudo, 0

titulo mais frequente foi o de 25 e mais alto o de 800. N&o foi observada correlacéo
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entre presenca e valores dos titulos de anticorpos com sinais clinicos possiveis de
serem relacionados a N. caninum, pois todos os humanos HIV-positivos amostrados
apresentavam-se aparentemente saudaveis e a variavel sinal nervoso ndo foi
associada ao agente estudado. A presenca do titulo alto (800) entre o grupo de HIV-
positivos pode sugerir uma recrudescéncia da infeccdo, uma vez que em outras
espécies ja estudadas valores de titulos maiores ou iguais a 800 podem ser
indicativos de infeccdo ativa.?

A analise multivariada demonstrou que os pacientes HIV-positivos possuem
2,40 vezes mais chances de serem soropositivos para N. caninum do que individuos
HIV-negativos. Estudos demonstram que a progressdo da AIDS para doencas
oportunistas e a morte, esta intimamente relacionada a contagem de linfécitos T-
CD4+ inferiores a 350 céls/mm?®; em contra partida a sobrevida esta associada ao
alto nivel quantitativo plasmatico dessas células.”*° Desde o inicio da epidemia de
AIDS, a contagem de linfécitos T-CD4+ tem sido utilizada como um parametro
laboratorial preditivo do prognéstico da doenca causada pelo HIV e também como
um indicador do potencial risco para infeccées oportunistas.®

Entre os individuos HIV-negativos, a analise multivariada, revelou que esses
possuem 4,71 vezes mais chances de apresentarem anticorpos para N. caninum, ao
serem soropositivos para T. gondii. Esse achado pode ser explicado devido a
similaridade das formas de infecgdo entre T. gondii e N. caninum, principalmente,
ingestdo de oocistos esporulados e cistos teciduais. Além disso, os mesmos fatores
de risco (habitos alimentares) associados a T. gondii, podem também estar
relacionados a N. caninum.

Neste trabalho, foi possivel avaliar a possibilidade de reacdo cruzada entre os
dois agentes, uma vez que os soros utilizados foram testados para T. gondii, por
RIFI, por Xavier*® e Santos®. Constatou-se que individuos soropositivos para T.
gondii ndo reagiram para N. caninum, ocorrendo também o contrario, ou seja,
humanos soropositivos para N. caninum ndo apresentaram anticorpos para T.
gondii. Isso exclui a hipotese de reacdo cruzada, embora possa haver exposi¢do do
mesmo individuo aos dois agentes, concomitantemente. Reac¢fes cruzadas nao

foram constatadas entre T. gondii e N. caninum, quando comparadas a RIFI de
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ambos os parasitos, e ao serem analisados detalhes, das respostas soroldgicas de
bovinos, ovinos, caprinos, suinos, coelhos, ratos e camundongos a infecgéo
experimental por N. caninum, foi verificada pouca ou nenhuma reatividade cruzada
com T. gondii utilizando a RIFI.™

Muitas vezes, em busca de uma alimentacdo saudavel, a populacdo procura
alimentos produzidos de forma sustentavel, os quais podem se tornar uma fonte de
infeccdo, uma vez que, em sua producédo geralmente é utilizada adubacéo organica
gue pode conter oocistos esporulados, eliminados por cées, ou veiculados por aves,
por terem acesso aos locais de producao desses adubos. A importancia das aves e
dos cédes na epidemiologia da neosporose foi relatada em estudos de fatores de
risco em rebanhos bovinos, demonstrando associacdo significativa entre essas
varidveis e o aumento da soropositividade para N. caninum®, assim como
abortamentos bovinos associados a presenca de aves®, sendo essas consideradas
vetores mecéanicos de oocistos.

Os resultados deste estudo demonstram a exposicdo de humanos do sul do
Brasil a N. caninum. Trata-se de um protozoario oportunista também em humanos,
visto que pacientes HIV-positivos com baixos indices de linfocitos T-CD4+ sao trés
vezes mais suscetiveis a infeccdo do que aqueles nado infectados pelo virus. Quando
a doenca € controlada (linfécitos T-CD4+ > 350) a chance de se infectar por N.
caninum é reduzida a metade. A associacao de fatores que facilitem a infeccao
humana por T. gondii também podem favorecer a infeccdo por N. caninum. Por isso,
medidas profilaticas recomendadas para evitar a infeccdo humana, podem ser

compartilhadas para ambos 0s protozoarios.
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Tabela 1- Caracterizacdo da populacdo de estudo (n= 256), segundo 0s possiveis
fatores de risco para N. caninum em pacientes HIV-positivos e individuos HIV-
negativos.

Variaveis Cateqorias N Frequéncia
g (%)
Feminino 147 57,4
Sexo
Masculino 109 42,6
] . 14 - 30 anos 89 34,8
Faixa etaria
= 31 anos 167 65,2
< ensino médio 123 48,0
Escolaridade
2 ensino médio 133 52,0
_ Nao 56 21,9
Manuseio de carne crua
Sim 200 78,1
] Nao 32 12,5
Consumo de vegetais crus )
Sim 224 87,5
Nao 178 69,5
Consumo de carne crua ou mal cozida
Sim 78 30,5
) ) Nao 139 54,3
Consumo de embutidos caseiros
Sim 117 45,7
) ) Nao 46 18,0
Consumo de leite pasteurizado
Sim 210 82,0
Nao 77 30,1
Consumo de agua tratada
Sim 179 69,9
) Nao 209 81,6
Refei¢cdes em restaurantes
Sim 47 18,4
_ Nao 240 93,8
Lavar as méos antes das refeicfes
Sim 16 6,3
. Nao 130 50,8
Contato das maos diretamente no solo
Sim 126 49,2
Nao 219 85,5
Transfusdo sanguinea
Sim 37 14,5
Nao 91 35,5

Soropositividade para Toxoplasma gondii )
Sim 165 64,5
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Tabela 2- Prevaléncias de anticorpos para N. caninum, em pacientes HIV-positivos,

relacionadas aos niveis de CD4+, uso de antirretroviral e sinal nervoso.

Sorodiagndstico
Variavel Frequéncia Negativos Positivos
%(n) %(n)

Linfocitos T-CD4+
52,6%

CD4 > 350 (82/156) 84,2 (69) 158 (13)

CD4 < 350 (;‘Z/’f;/;) 68,9 (51) 31,1 (23)
Uso de antirretroviral

Regular (:f/f;/;) 75.8 (69) 24,2 (22)

Irregular (95/,;3;/;) 77.8 (7) 22,2 (2)

Sem necessidade (;g/f;/;) 84,2 (32) 15,8 (6)

Vao usar ( 1181/52/;) 66,7 (12) 33,3 (6)
Sinal nervoso

Nao (131?(;’/(31;/"6) 774 (113) 22,6 (33)

Sim 6,4%

(10/156) 70 (7) 30 (3)
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Tabela 3- Titulo de anticorpos (RIFI) para N. caninum em humanos HIV-positivos
(156) e saudaveis (100).

Numero de humanos soropositivos (%)

Titulo de Total de positivos

Anticorpos Individuos HIV- Pacientes HIV- (%)
negativos positivos

25 7 (63,6) 12 (33,3) 19 (40,4)

50 4 (36,4) 8 (22,2) 12 (25,5)

100 0 10 (27,8) 10 (21,3)

200 0 5 (13,9) 5 (10,6)

400 0 0 0

800 0 1(2,8) 1(2.1)

Total 11 (11,0) 36 (23,1) 47 (100)




36

Tabela 4- Frequéncia de anticorpos para N. caninum e sua associagdo com 0S
possiveis fatores de risco em pacientes HIV-positivos (n=156), apds a aplicacao das
analises univariada e multivariada.

Andlise univariada

Andlise multivariada

Variaveis Amostras  Positivos . _
n (%) (%) Odds Ratio P Odds Ratio P
(95% IC) (95% IC)
CD4
>350 82 (52,6) 13(15,8) 1 1
< 350 74 (47,4) 23 (31,1) 2,40 0,02 2,40 0,03
(1,20-5,17) (1,21 -5,17)
Escolaridade
2 ensino médio 41 (26,3) 5(12,2) 1
< ensino médio 115 (73,7) 31(26,9) 2,65 0,05
(0,95 - 7,38)
Leite cru
N&o consome 127 (81,4) 26 (20,4) 1
Consome 29 (18,6) 10 (34,4) 2,04 0,10
(0,84 — 4,92)
Sexo
Feminino 76 (48,7) 13(17,1) 1
Masculino 80 (51,3) 23(28,7) 1,96 0,08
(0,91 -4,22)
T. gondii
Negativo 21 (13,5) 3(14,3) 1
Positivo 135 (86,5) 33(24,4) 1,94 0,23*
(0,54 - 7,01)
Transf. Sanguinea
Nao 124 (79,5) 26 (20,9) 1
Sim 32(20,5) 10(31,2) 1,71 0,22
(0,72 — 4,06)

* Valor de P obtido pelo teste Exato de Fisher.
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Tabela 5- Frequéncia de anticorpos para N. caninum e sua associagdo com 0S
possiveis fatores de risco, em individuos HIV-negativos (n=100), apos a aplicacdo
das analises univariada e multivariada.

Andlise univariada

Andlise multivariada

Variaveis Amostras  Positivos . _
n (%) (%) Odds Ratio P Odds Ratio P
(95% IC) (95% IC)
T. gondii
Negativo 70 (70,0) 5(7,1) 1 1
Positivo 30 (30,0) 6 (20,0) 3,25 0,06* 4,71
(0,91 -11,64) (1,16 - 19,17) 0,03
Escolaridade
= ensino médio 92 (92,0) 9(9,8) 1
< ensino médio 8 (8,0) 2 (25,0) 3,07 0,21*
(0,54 — 17,55)
Faixa etéaria
14 — 30 anos 43 (43,0) 3(7,0) 1
= 31 anos 57 (57,0) 8 (14,0) 2,18 0,21*
(0,54 - 8,75)
Ref. Restaurantes
Nao 60 (60,0) 9 (15,0) 1
Sim 40 (40,0) 2 (5,0 0,30 0,10*
(0,06 — 1,46)

* Valor de P obtido pelo teste Exato de Fisher.



4 CONCLUSAO GERAL

*Os humanos amostrados no presente estudo tiveram contato com formas
infectantes de N. caninum;

*A presenca de fatores de risco associados a infeccdo humana por T. gondii,

também favorece a infeccdo por N. caninum;

*Na espécie humana, a exemplo de outras ja estudadas, N. caninum € um
protozoario oportunista, visto que pacientes HIV-positivos com contagem de
linfécitos T-CD4+ < 350 sédo trés vezes mais suscetiveis a infeccdo do que os nao
infectados pelo virus. Quando a doenca é controlada (linfécitos T-CD4+ > 350) a

chance de se infetar por N. caninum é reduzida a metade.

*Medidas de profilaxia e sanitarias recomendadas para evitar a infeccdo

humana por T. gondii, também podem ser direcionados para N. caninum.
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