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RESUMO

A coinfeccdo por Trypanosoma cruzi e HIV-1 representa um importante
problema de saude publica, devido a sobreposicéo da distribuicdo geografica
de ambas e pela gravidade da reativacdo da doenca de Chagas (DC) em
pessoas com HIV imunocomprometidas. Este estudo teve como objetivo
determinar a soroprevaléncia para anticorpos anti-T. cruzi em pessoas vivendo
com HIV-1, atendidas em um hospital publico da regido sul do Rio Grande do
Sul, Brasil, bem como verificar sua capacidade em reconhecer o vetor de T.
cruzi. Um questionario epidemioldgico estruturado foi aplicado em 750 pessoas
vivendo com HIV-1, sendo que em 546 pessoas foi realizada pesquisa de
anticorpos IgG anti-T. cruzi pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto in
house, utilizando separadamente os antigenos recombinantes quiméricos
IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4. Para confirmacédo dos resultados,
foram utilizados dois testes de ELISA indiretos comerciais, com antigenos
recombinantes e/ou lisados de T. cruzi. A taxa de soroprevaléncia para
anticorpos anti-T. cruzi foi de 0,2% (1/546), sendo que apenas um paciente foi
soropositivo no ELISA in house usando os antigenos recombinantes. Esse
resultado foi confirmado pelos testes comerciais. Além disso, em mais nenhum
paciente foi verificado soropositividade pelos dois testes comerciais. Para
investigar se os pacientes reconheciam o triatomineo vetor de T. cruzi, foi
apresentado a cada entrevistado um mostruério com imagens de triatomineos,
a seguir foi avaliado se sabiam reconhecer os insetos. Dos 750 pacientes, 492
responderam essas questdes, e desses, 26% (128) citaram corretamente que
as ilustracdes tratavam-se do vetor de T. cruzi (“barbeiro” ou “chupao”). Quanto
as variaveis sécio demograficas, pessoas do sexo masculino, com renda
familiar acima de um salario minimo, escolaridade superior a oito anos e
residentes dos municipios de Cangucu, Herval e Piratini apresentaram mais
chance de reconhecer o vetor. Porém, residentes da area urbana tinham
menos chance de reconhecer o triatomineo do que os moradores da area rural.
Conclui-se que apesar da baixa soroprevaléncia para anticorpos anti-T.cruzi
em pessoas que vivem com HIV-1 é fundamental a identificacéo da coinfeccao
por T.cruzi/HIV-1 diante da gravidade de uma possivel reativacdo da DC.
Ainda, ressalta-se a preocupacgdo da frequéncia baixa para o reconhecimento
do vetor de T. cruzi nessa populacdo, sendo necessario uma maior atencéo
por meios de programas ou agdes que visam informar a populagéo sobre a DC
e seu vetor nas areas endémicas do Sul do Rio Grande do Sul.

Palavras chave: Doenca de Chagas; Barbeiro; HIV; Coinfeccéo.



ABSTRACT

Co-infection by Trypanosoma cruzi and HIV-1 represents an important public
health problem due to the overlapping geographic distribution of both and the
severity of Chagas disease (CD) reactivation in immunocompromised HIV-
infected individuals. This study aimed to determine the seroprevalence of anti-
T. cruzi among people living with HIV-1 treated in a public hospital in the
southern region of Rio Grande do Sul, Brazil, as well as to verify their ability to
recognize the T. cruzi vector. A structured epidemiologic questionnaire was
applied to 750 people living with HIV-1, and 546 people were tested for IgG
anti-T. cruzi by the in-house indirect enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), using separately the chimeric recombinant antigens IBMP-8.1, IBMP-
8.2, IBMP-8.3, and IBMP-8.4. Two commercial indirect ELISA tests using
recombinant antigens and/or T. cruzi lysates were used to confirm the results.
The seroprevalence rate for anti-T. cruzi was 0.2% (1/546), with only one
patient seropositive in the in-house ELISA using recombinant antigens. This
result was confirmed by commercial tests. In addition, no other patient was
found to be seropositive by the two commercial tests. To investigate whether
the patients recognized the triatomine vector of T. cruzi, each respondent was
presented with a sample of triatomine images and then assessed on their ability
to recognize the insects. Of the 750 patients, 492 answered these questions,
and of these, 26% (128) correctly indicated that the illustrations were about the
T. cruzi vector ("kissing bugs"). In terms of socio-demographic variables, men,
those with a family income above the minimum wage, those with more than
eight years of education and residents of the municipalities of Cangugu, Herval
and Piratini were more likely to recognize the vector. However, urban residents
were less likely to recognize the triatomine bug than rural people. It is concluded
that despite the low seroprevalence for anti-T.cruzi antibodies in people living
with HIV-1, it is essential to identify T.cruzi/HIV-1 co-infection given the severity
of possible CD reactivation. Furthermore, it highlights the concern about the
low frequency of recognition of the T. cruzi vector in this population, which
requires greater attention through programs or actions aimed at informing the
population about CD and its vector in endemic areas of the southern Rio
Grande do Sul.

Keywords: Chagas disease; “kissing bugs”; HIV; Coinfection.
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1 - INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana, € uma
doenca parasitaria sistémica causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi
(WHO, 2023). A DC esta inserida no grupo de doencas tropicais
negligenciadas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), apresentando
elevada prevaléncia e morbimortalidade, perpetuando um ciclo critico de
pobreza. Nas ultimas décadas, o padrao epidemioldgico da DC passou de uma
doenca rural para uma doenca predominantemente urbana, principalmente
devido a mobilidade da populacdo e urbanizacdo (Brasil, 2022a). Em 2019,
seguindo a decisdo da 722 Assembleia Mundial da Saude foi instituido o Dia
Mundial da Doenca de Chagas, comemorado em 14 de abril, data em que
Carlos Chagas identificou o primeiro caso humano de DC, visando estimular a
conscientizagcdo sobre a importancia dessa parasitose que permanece
negligenciada depois de mais de 100 anos da sua descoberta (Kropf & Lima,
2022).

A DC continua sendo um importante problema de saude publica nas
Américas, onde é endémica em 21 paises, acometendo mais de 6 milhdes de
pessoas, com uma incidéncia anual de 30 mil casos e aproximadamente 70
milhdes de pessoas vivem em areas de risco (OPAS, 2022). Essa doenca é
causa de elevada taxa de mortalidade, representando uma das quatro
principais causas de 0bito entre as doencas infecto parasitarias (Martins-Melo
et al., 2016). Nos ultimos 10 anos, foram registrados em média 4 mil 6bitos por
ano, tendo como causa basica a DC (OPAS, 2022). Estima-se a ocorréncia de
mais 300 mil casos de DC em paises ndo endémicos, como os Estados Unidos,
Canada, Espanha, Itdlia, Japdo e Austrdlia, decorrentes da migracdo de

pessoas infectadas (Nolan & Hochberg, 2021).

O perfil tipico do paciente com DC mudou devido ao aumento da idade
e as comorbidades associadas que impactam a saude de pessoas com DC
cronica (Pérez-Molina & Molina, 2018). Entre as comorbidades, destaca-se a
coinfeccado por T. cruzi e pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), devido
a atual sobreposicao da distribuicdo geografica de ambas e da gravidade da

reativacdo da DC em pessoas vivendo com HIV imunocomprometidas (NIH,
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2023). A reativacdo da DC nesses pacientes € condicdo definidora de
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids), sendo o protozoério T. cruzi

considerado um parasito oportunista nesses pacientes (Brasil, 2022c).

As diretrizes brasileiras de diagnostico da DC recomendam a triagem
para infeccdo por T. cruzi em pessoas que vivem com HIV (Brasil, 2022b). Nas
areas endémicas da América Latina, a taxa de coinfec¢do por T. cruzi/HIV é
estimada entre 0,5% a 27,6% (Almeida et al., 2010; Stauffert et al., 2015;
Benchetrit et al., 2016; Reimer-Mcatee et al., 2021; Hasslocher-Moreno et al.,
2022; Kesper et al., 2023). Entretanto existem resultados discrepantes
provavelmente devido ao emprego de preparacdes antigénicas com antigeno
total de T. cruzi nos testes de imunodiagndstico, que geram reatividade
cruzada com outros parasitos, em especial, com espécies de Leishmania
(Caballeiro et al., 2019; Daltro et al., 2019; Kesper et al., 2021).

O estado do Rio Grande do Sul apresenta um dos principais coeficientes
de mortalidade por aids do pais (2011 a 2021), e o municipio do Rio Grande
situado na regido sul do Estado ocupa a terceira posi¢do entre 0s municipios
com 100 mil habitantes no ranking do indice composto (2017 a 2021) (Brasil,
2022b). Além disso, nesse Estado € observado um padrdo epidemioldgico
particular, onde o HIV-1 subtipo C € mais circulante (Soares et al., 2003),
enquanto que no Brasil o subtipo B € mais prevalente (Souto et al., 2021).
Assim, torna-se importante conhecer a soroprevaléncia para anticorpos anti-T.
cruzi em pessoas vivendo com HIV-1, atendidas em um hospital de referéncia
para o diagnéstico e tratamento de HIV/aids no extremo sul do Brasil, regido
endémica de DC (Bianchi et al., 2021a, 2021b).
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Infeccé@o pelo virus da imunodeficiéncia humana no Brasil

O inicio da pandemia da aids ocorreu na década de 1980, desde entéo,
84,2 milhdes de pessoas foram infectadas pelo HIV e 40,1 milhdes de pessoas
morreram por doencas relacionadas a aids (UNAIDS, 2021). Esse virus pode
infectar linfécitos T, macrofagos, eosindfilos, células dendriticas e microglias
do sistema nervoso central (SNC), pela capacidade das glicoproteinas de
envelope do HIV (gpl20 e gp4l) em se ligarem aos receptores CD4 e aos
correceptores de quimiocinas CCR5 e CXCR4 dessas células. Apés a fusao
virus-célula, a particula viral & internalizada. O ciclo replicativo desse virus
pode ser dividido nas fases precoce e tardia. A fase precoce inicia com o
reconhecimento da célula alvo pelo virus maduro e envolve os processos que
levam a integragdo do cDNA genémico no cromossomo da célula hospedeira.
A fase tardia envolve expressao do genoma pro-viral e processos que incluem
a formacédo e maturacdo de novas particulas virais (Turner & Summers, 1999;
Simon et al., 2006).

No Brasil, foi identificado mais de um milh&o de casos de aids. O numero
anual de casos vem reduzindo, passando de 22,5 em 2011 para 16,5 casos
em 2021, por 100 mil habitantes (Brasil, 2022b). O ranking das taxas de
diagnéstico de aids no Brasil mostra que em 2021, os estados do Amazonas,
Roraima, Amap4, Pard e Rio Grande do Sul apresentaram as taxas mais
elevadas, com 39,7, 29,3, 25,1, 24,3 e 24,3 casos por 100 mil habitantes,
respectivamente. J4, em relacdo ao ranking dos municipios com mais de 100
mil habitantes, segundo o indice composto de diagnéstico de aids, quatro
municipios do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, Viaméo, Rio Grande, Séo
Leopoldo) ocupam as 10 primeiras posi¢oes (2017 a 2021) (Brasil, 2021).

A epidemia da aids encontra-se em processo de estabilizacdo no pais,
mesmo com valores elevados (Brasil, 2021), devido a implementacdo da
universalizacdo da terapia antirretroviral (TARV) e a realizacdo de testes de
diagnostico da infecgéo por HIV (Monteiro et al., 2019). Desse modo, o controle

esta relacionado ao diagnostico e a administracdo de TARV (Silva et al., 2015).
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Assim, o abandono do tratamento favorece a progressdo para a aids e
aumenta a chance de ocorréncia de infeccbes oportunistas (Romeu et al.,
2012).

O principal agente etiolégico da pandemia da aids € o HIV tipo 1 (HIV-
1), grupo M. Esse virus € membro do género Lentivirus da familia Retroviridae
e infecta preferencialmente linfécitos T CD4+, além de macréfagos teciduais e
células da micréglia do sistema nervoso central (SNC) (Ferguson et al., 2002).
Esse virus apresenta uma importante diversidade genética com subtipos (A-D,
F-H, J e K), sub-subtipos (A1-A5, F1-F2), formas recombinantes circulantes e
formas recombinantes Unicas (Alves et al., 2019). No Brasil, o HIV-1 subtipo B
€ 0 mais prevalente, porém o subtipo C € mais circulante no sul do pais
(Almeida et al., 2012; Graf & Pinto, 2013; Junqueira & Almeida, 2016). Vale
ressaltar que esse subtipo pode atingir cargas virais semelhantes ao subtipo
B, porém determina periodos assintomaticos mais longos nos pacientes,
aumentando a chance de transmissdo (Souto et al., 2021). Assim, torna-se
importante a realizacdo de estudo na regido sul do Brasil, que apresenta um

padrao epidemiolégico distinto, com prevaléncia relevante do HIV-1 subtipo C.
2.2 Doenca de Chagas
2.2.1 Trypanosoma cruzi — hospedeiros e modos de transmissao

A descoberta da doenca de Chagas (DC), em 1909, pelo pesquisador
Carlos Chagas foi um marco na historia da ciéncia brasileira (CHAGAS, 1909).
Pela primeira vez, um Unico pesquisador descobriu a doencga, identificou o
agente etioldgico e seu vetor, além de descrever os ciclos doméstico e silvestre
do parasito (Coura, 1999; Kropf, 2009).

O protozoario Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da DC ou
tripanossomiase americana, pertence ao filo Euglenozoa, classe
Kinetoplastea, ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae (Moretti et
al., 2019). Esse protozoario apresenta alta diversidade genética e fenotipica,
sendo classificado em seis clados proximos (Tcl a TcVI). Essa diversidade esta
relacionada a distribuicdo geografica, patogénese, caracteristicas clinicas e

resposta terapéutica (Zingales et al., 2012).
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Trypanosoma cruzi tem como hospedeiros vertebrados diversas ordens
de mamiferos e como hospedeiros invertebrados insetos hemipteros da familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae. A medida em que o0s humanos
interferiram no ecossistema, que mantinha o protozoario entre 0s reservatorios
e vetores, por meio do desmatamento, caca de animais e novas préticas
agricolas, ocorreu o fendémeno spillover, ou seja, quando um microrganismo
consegue se adaptar e migrar de uma espécie de hospedeiro para outra, como
a incluséo acidental dos humanos no ciclo de transmissao do parasito (Guhl et
al., 2000; Guhl & Ramirez, 2021).

O protozoario T. cruzi apresenta as formas evolutivas, tripomastigotas,
amastigotas e epimastigotas. A transmissao vetorial ocorre quando as formas
infectantes de T. cruzi, os tripomastigotas metaciclicos, que séo liberadas nas
fezes pelo vetor durante o repasto sanguineo invadem o hospedeiro através
de portas de entrada como a lesdo provocada pela picada ou mucosas e
penetram nas células circundantes. Apods, invadem células sanguineas do
hospedeiro no sitio de inoculacéo, os tripomastigotas metaciclicos encontram-
se contidos no interior de um vacuolo parasitéforo, de onde evadem e
transformam-se em amastigotas e multiplicam-se no citosol. Posteriormente,
apo0s a divisdo binaria, os amastigotas diferenciam-se novamente em
tripomastigotas moveis que s&o liberados apos a lise celular na corrente
sanguineas e linfatica. Esses podem infectar células vizinhas, migrar para
diferentes tecidos ou serem ingeridos por um inseto vetor (Dvorak & Hyde,
1973; Moretti et al., 2019).

No Brasil, até o0 ano de 1950, a DC era considerada endémica da zona
rural, encontrada em &reas de fragilidade social, prevalecendo a transmissao
vetorial. O processo de industrializacdo do pais e migracao de trabalhadores
rurais para centros urbanos favoreceu o estabelecimento da DC em areas
urbanas (Coura & Dias, 2009). A dispersao da DC no Brasil guardou relacdo
direta com a presenca das principais espécies de triatomineos domiciliares:
Triatoma infestans, T. sordida, T. brasiliensis, T. pseudomaculata e
Panstrongylus megistus (Vinhaes & Dias, 2000). Na década de 1970, foi

estruturado o “Programa de Controle da Doenga de Chagas” em ambito
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nacional, na qual previa o controle regular dos hospedeiros intermediarios
(triatomineos) domiciliados do Trypanosoma cruzi, por meio da utilizacao de
inseticidas de poder residual (Dias, 1987; Dias et al., 2016). No ano de 2006,
o Brasil recebeu a certificagdo internacional de eliminacdo da transmisséo
pelo T. infestans, conferida pela Organizagdo Pan-Americana da Saude
(OPAS, 2006).

Na ultima década, em alguns municipios da regido sul do Rio Grande
do Sul (Cangucu, Piratini, Santana da Boa Vista e Pinheiro Machado) foram
identificados focos de triatomineos em domicilios e peridomicilios da &rea rural
(Priotto et al., 2014). Assim, ainda existem desafios, como a domiciliagdo de
espécies de triatomineos silvestres (Bianchi et al., 2021) e a reducédo da
preocupacao politica com a doenca e o enfraquecimento do programa de

controle (Corassa et al., 2016).

O protozoério T. cruzi pode ser transmitido por outras vias além da
disseminacéao vetorial. Com o controle da transmissao vetorial no Brasil pelo
seu principal vetor, o triatomineo Triatoma infestans, a transmissao oral de T.
cruzi ampliou a sua relevancia epidemiologica, o parasito pode ser transmitido
pelo consumo de alimentos e sucos contaminados por fezes de triatomineos,
contendo tripomastigotas metaciclicos. Os casos foram relacionados ao
consumo de alimentos contaminados com T. cruzi, entre eles: agai, bacaba,
jaci, caldo de cana e palmito de babacu (Villa et al., 2013; Brasil, 2015). Outro
modo de transmissado é por via transfusional, porém no Brasil a DC faz parte
da lista de doencas analisadas na triagem soroldgica para a doacao de sangue,
sendo obrigatéria a realizacdo de testes em todas as doagfes de sangue,

minimizando esse tipo de transmisséo (Dias, 2006; Brasil, 2015).

Em relacéo a infec¢do congénita, estudos realizados no Brasil mostram
gue a frequéncia da DC em gestantes varia de 0,1% a 0,5% (Figueiro-Filho et
al., 2007; Gontijo et al., 2009; Gomes et al., 2009; Nobre et al., 2021). Também,
menos frequente, sao as infec¢des por acidentes em diferentes contextos: em
laboratérios de triatomineos, na captura do vetor em areas endémicas,

experimentacdo com mamiferos infectados, no manuseio de culturas, na
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producao de aerossois e na coleta de sangue a partir de pessoas com infeccao
aguda (Dias et al., 2016).

2.2.2 Manifestacdes clinicas da doenca de Chagas

A infeccdo aguda pode ocorrer em qualquer idade do paciente e é
geralmente assintomatica. Os sintomas da fase aguda variam conforme a
forma de infeccéo, na transmissao vetorial o paciente pode apresentar lesao
cutanea (chagoma) ou edema palpebral (sinal de Romana). Também pode
manifestar febre persistente, fadiga, linfadenopatia, hepatomegalia e
esplenomegalia, em casos raros pode ocorrer miocardite ou
meningoencefalite. J& na transmissé&o oral a pessoa infectada pode apresentar
febre, vOmito, edema periocular, dispneia, mialgia, prostracdo, tosse,
esplenomegalia, hepatomegalia, dor no peito, dor abdominal e hemorragia
digestiva (Perez-Molina & Molina, 2018). No final da fase aguda, 60 a 90 dias
apos a infeccao, a parasitemia cai para niveis indetectaveis por microscopia e
na auséncia de tratamento anti-tripanossomico eficaz, a infeccdo por T. cruzi

passa para a fase crbnica (Rassi et al., 2010).

A maioria dos pacientes com infeccdo crénica por T. cruzi ndo apresenta
sinais ou sintomas clinicos e é considerada portadora da forma indeterminada
da doenca. Essa forma € caracterizada por soropositividade para T. cruzi,
auséncia de sintomatologia de envolvimento cardiaco e digestivo, radiografia
de torax e eletrocardiograma normais, podendo perpetuar por toda a vida do
paciente (Perez-Molina & Molina, 2018). Entretanto, aproximadamente 30 a
40% dos pacientes com infecgcao cronica podem desenvolver cardiomiopatias
10 a 30 anos apos a infecgdo inicial (Rassi et al., 2010). Em pacientes com
cardiomiopatia mais avancada, entre os fatores de mau progndstico estdo
incluidos insuficiéncia cardiaca congestiva, aneurisma ventricular e bloqueio
cardiaco completo, que sédo associados a mortalidade (Perez-Molina & Molina,
2018). A doenca digestiva chagasica € menos frequente do que a
cardiomiopatia. Cerca de 10% dos pacientes com infeccdo crénica podem
apresentar evidéncias de acometimento do aparelho digestivo, que pode

evoluir para megacolon e/ou megaesoéfago (SESPA, 2023).
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Atualmente a DC consiste em uma condi¢do infecciosa crénica, cuja
l6gica de enfrentamento exige uma resposta adequada a partir de redes de
atencdo a salde do Sistema Unico de Saude (SUS), pois é evidenciada a
vulnerabilidade de pessoas infetadas pelo T. cruzi, os quais ndo sao
reconhecidos facilmente pelo sistema de saude. Assim, no ano de 2020, a DC
cronica foi definida como uma doenca de notificacdo compulséria no Brasil
(Brasil, 2022a).

Vale ressaltar que a reativacdo da DC em pessoas vivendo com HIV,
séo geralmente produzidas pela reativacdo de uma infeccao crénica prévia, até
entdo oligossintomatica ou assintomatica. A reativacdo geralmente ocorre em
individuos imunocomprometidos, devido a ineficiéncia da imunidade celular
para controlar a infeccdo e apresenta-se como meningoencefalite e/ou
miocardite aguda, embora os pacientes coinfectados possam desenvolver as
manifestacdes cardiacas e gastrointestinais classicas da DC cronica (Clark &
Bern, 2021).

2.2.3 Reativacao da doenca de Chagas em pessoas vivendo com HIV

A reativacdo da DC no contexto de imunossupressdo em pessoas
vivendo com HIV, consiste em importante problema de saude publica (Dias et
al., 2016; Clark & Bern, 2021). Destaca-se uma elevada taxa (superior a 50%)
de transmissdo congénita em gestantes coinfectadas (HIV/T. cruzi),
aconselhando um acompanhamento cuidadoso, com avaliagdo clinica e
pesquisa direta periddica do parasito nessas mulheres (Dias et al., 2016). Os
primeiros casos de reativagdo da DC em pessoas que vivem com HIV foram
registrados no final da década de 1980 e inicio da década de 1990 (Spina-
Franca et al., 1988; Livramento et al., 1989; Ferreira et al., 1991). Em 2004, a
reativacao da DC foi introduzida entre as doencas definidoras de aids (Ramos
Jr, 2004).

A maioria dos casos de reativacao da DC (75-90%) ocorre em pessoas
gue vivem com HIV, que apresentam contagem de linfécitos T CD4+ inferior a
200/mm?3 ou mesmo abaixo de 100/mm? (Perez-Molina & Molina, 2018) e carga

viral elevada (Almeida et al., 2010; Dias et al., 2016), com envolvimento do
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SNC, como lesbes nodulares (frequentemente chamadas de chagomas)
compreendendo macréfagos, neutroéfilos, micrdglia, astrocitos e linfocitos ou
como meningoencefalite necro-hemorragica grave (Clark & Bern, 2021).
Também pode ser observado envolvimento cardiaco (10-55%) como
miocardite, derrame pericardico ou agravamento de cardiomiopatia prévia
(Cordova et al., 2008; Diaz-Granados et al., 2009; Perez-Molina & Molina,
2018).

As manifestacdes clinicas mais frequentes de reativacado séo febre,
paniculite, miocardite, meningoencefalite, acidente vascular cerebral e
sintomas como anorexia, mialgia, mal-estar ou diarreia (Dias et al., 2016). Os
casos de reativacao da DC sao aqueles que apresentam diagnostico definitivo
de infeccéo por T. cruzi pelo exame parasitolégico, por meio de pesquisa direta
no sangue ou em fluidos corporais (liquidos cefalorraquidiano, pericardico ou
peritoneal), associados a meningoencefalite e/ou miocardite. Nos casos de
meningoencefalite observa-se imagem de leséo cerebral com efeito de massa
por ressonancia nuclear magnética (RNM) ou tomografia computadorizada
(TC), e nos casos de miocardite aguda verifica-se arritmias e/ou insuficiéncia
cardiaca diagnosticadas por meio de eletrocardiografia e ecocardiografia (Dias
et al., 2016). A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (qPCR) de sangue
periférico € uma ferramenta promissora para quantificar e monitorar a carga
parasitaria de T. cruzi em casos de imunossupressao (Marcon et al., 2022;
Suérez et al., 2022).

A taxa de letalidade da reativacéo da DC € alta (80-100%) nos pacientes
coinfectados por T. cruzi/HIV-1, imunocomprometidos, sem diagnostico
precoce e/ou com tratamento tardio. Entretanto essa taxa pode diminuir para
20%, quando realizado o tratamento com benznidazol dentro dos primeiros 30
dias. O farmaco nifurtimox que pode ser utilizado como alternativa em casos
de intolerancia ou que ndo respondam ao tratamento com benznidazol (Brasil,
2018; SESPA, 2023).

No Brasil € recomendada a realizacdo da pesquisa de anticorpos anti-
T. cruzi em pessoas que vivem com HIV-1, para realizar o tratamento e diminuir

o risco da ocorréncia de reativacdo da DC (Dias et al., 2016; Brasil, 2018). No
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entanto, recursos limitados impedem a implementacdo dessa recomendacao
em larga escala, prejudicando o rastreamento de pessoas com DC crénica em
pessoas em risco (Stauffert et al., 2015; Clark & Bern, 2021).

2.2.4 Diagnéstico laboratorial da doenca de Chagas cronica

Na fase inicial ou chamada fase aguda da infecc¢édo, o parasito pode ser
facilmente detectado em esfregacos de sangue devido aos elevados niveis de
parasitemia. Nas infec¢cdes cronicas, a quantidade de parasitos € baixa e o
diagnostico da DC requer a utilizacdo de métodos de deteccdo antigeno-
anticorpo, que sao realizados por técnicas imunolégicas. Até 0 momento nao
existe um método padrao-ouro para o diagnéstico da DC cronica (Whitman et
al., 2019; Forsyth et al., 2021).

O diagnéstico da DC cronica baseia-se na pesquisa de anticorpos (IgG
total) anti-T. cruzi. De acordo com a Nota Técnica NE 03/06, emitida pelo
Ministério da Saude do Brasil, os métodos de diagndstico devem apresentar
sensibilidade e especificidade igual ou superior a 99% e 97%, respectivamente
(Brasil, 2006; Brasil, 2013a; Dias et al., 2016). Assim, o diagnostico da DC
cronica deve ser baseado na concordancia entre os resultados de dois
métodos soroldgicos distintos, tais como 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA),
hemaglutinacdo indireta (HAI) ou imunofluorescéncia indireta (IFl). Se os
resultados de dois exames forem conflitantes, um terceiro teste, deve ser
usado (Dias et al., 2016). Dois testes de diferentes plataformas também séo
recomendados pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) para
diagnéstico de DC crbnica, sendo importante a utilizacdo de diferentes
preparacdes antigénicas, como 0s antigenos recombinantes para aumentar a
especificidade (OPAS, 2019), pois no Brasil testes de triagem utilizam como
antigeno o lisado total de T. cruzi (Dias et al., 2016).

Segundo as diretrizes da OPAS, em estudos de soroprevaléncia pode
ser usado apenas um método imunolégico (ELISA ou imunocromatografia -
ICT) para reduzir custos e melhorar a acessibilidade dos pacientes (OPAS,
2018). Entretanto essa recomendacédo é controversa, visto que a maioria dos

testes sorolégicos oferece alta sensibilidade, mas baixa especificidade e
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portanto, 0 uso de dois testes soroldgicos usando diferentes antigenos é

recomendado para melhorar a especificidade (Norman et al., 2019).

Estudos realizados na Espanha e Itdlia com imigrantes da América
Latina mostraram variagao na soroprevaléncia para anticorpos anti-T. cruzi em
pessoas vivendo com HIV-1 de 1,9% a 3,9, utilizando diferentes métodos e/ou
antigenos para o diagnéstico (Llenas-Garcia et al., 2012; Salvador et al., 2013;
Rodari et al., 2022) (Tabela 1).

Tabela 1 - Estudos de soroprevaléncia para anticorpos da classe IgG anti-Trypanosoma cruzi
em pessoas que vivem com HIV imigrantes da América Latina.

Populacéao Método de diagnodstico Positivo Autores
N
19 PaGIA (ID-Chagas antibody test, DiaMed, Suica) com 10,5% Rodriguez-
peptideos sintéticos: Ag2, TcD, TcE/ Guardado et
ELISA (Ortho-Clinical Diagnostics®, EUA), Antigeno total al., (2011)

Confirmatério: IFI

155 ICT (OnSite Chagas Ab Combo Rapid, EUA / 1,9% Llenas-Garcia
Test, CTK BioTech EUA) et al., (2012)
Confirmatério: ELISA, IFI

126 ELISA recombinante (BioLlisa Chagas, Espanha) / 3,9% Salvador et
ELISA antigeno total (Ortho T. cruzi ELISA, Johnson & al., (2013)
Johnson, EUA)
389 ELISA recombinante k180-1 (BioELISA Chagas, Espanha) / 0,51% Rodari et al.,
ELISA antigeno total de cepas Mn e Tulahuén (BioELISA (2022)

Chagas lll, Ingenieria Genética, Chile)
Amostras positivas nos dois testes de ELISA

Confirmatério: CLIA antigeno ES 1,29%
(Chagas VirClia IgG + IgM Monotest, Vircell, Espanha)

PaGIA: imunoensaio de particulas em gel; ELISA: Ensaio imunoenzimatico; ICT: Imunocromatografia;
IFI: Imunofluorescéncia indireta; CLIA: quimiluminescéncia.

Em relacdo a soroprevaléncia em pessoas que vivem com HIV e
residem em paises da América Latina, também foi observada variacdo nas
taxas e, do mesmo modo, foram utilizados métodos e/ou antigenos diferentes.
Na Argentina e Bolivia foi observada soroprevaléncia de 2,9% (Benchetrit et
al., 2016) e 27,6% (Reimer-Mcatee et al., 2021), respectivamente. No Brasil,

Almeida et al., (2010) e Kesper et al., (2023) mostraram soroprevaléncia entre
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0,83% e 1,3% em Sé&o Paulo. J4 no Rio de Janeiro, um estudo envolvendo
pacientes com DC, mostrou coinfec¢cao de T. cruzi/HIV em 0,5% dos pacientes
examinados (Hasslocher-Moreno et al.,, 2022). Aléem disso, Stauffert et al.,
(2017) realizaram um estudo na cidade de Pelotas, no sul do Rio Grande do
Sul e verificaram soroprevaléncia de 5%, valor 3,8 vezes maior do que o
estimado pelo Ministério da Saude do Brasil (Brasil, 2013b) (Tabela 2).

Tabela 2 - Estudos de soroprevaléncia para anticorpos da classe 1gG anti-Trypanosoma cruzi
em pessoas que vivem com HIV e que residem na América Latina.

Populagédo (N) Método de diagndstico Positivo Autores
Argentina ELISA / IFI /RFC 4.2% Dolcini et al.,
(309) Positivo: pelo menos em dois testes (2008)
SP, Brasil ELISA/IFI/ RFC 1,3% Almeida et
(716) Positivo: pelo menos em dois testes al., (2010)
Argentina ELISA / HAI/ IFI 2,9% Benchetrit et

(280) Positivo em pelo menos dois testes al.,

(2016)
RS, Brasil CMIA recombinante (ARCHITECT Chagas, Abbott, 5,0% Stauffert et
(200) Alemanha) / al., (2017)

Confirmatério: IFI (WAMA Diagnostica, Brasil)

Bolivia ELISA com Ag total e ELISA recombinante; HAI 27,6% Reimer-
(116) McAtee et
al., (2021)
SP, Brasil ELISA in house com antigeno EAE 2% Kesper et
(240) Confirmatério: TESA Blot in house 0,83% al., (2023)

SP: Sdo Paulo; RS: Rio Grande do SUL; ELISA: Ensaio imunoenzimatico; CMIA: imunoensaio
quimioluminescente de microparticulas; EAE: extrato alcalino de epimastigota de T. cruzi; HAL:
hemaglutinagdo indireta; IFl: Imunofluorescéncia indireta; RFC: Reacdo de fixagdo de complemento;
TESA Blot: immunoblotting usando antigeno excretado e secretado de tripomastigotas.

Os testes sorologicos de triagem para DC que empregam antigeno total
de T. cruzi apresentam importante reatividade cruzada com outras doencas
endémicas, como as leishmanioses (Caballeiro et al., 2019; Daltro et al., 2019;
Kesper et al., 2023). Um estudo com ELISA in house utilizando antigenos
obtidos de diferentes cepas de T. cruzi (Tcl, Tcll e TclV) mostrou que a
variabilidade genética pode interferir na especificidade dos testes. Os autores
observaram que o0s testes apresentaram sensibilidade de 100% e

especificidade de 92-98%, porém a especificidade baixou para 78-89% quando
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foram incluidas amostras soropositivas para Leishmania spp. (Caballeiro et al.,
2019).

Para melhorar a especificidade dos testes soroldgicos utilizados no
diagnostico da DC cronica, foram avaliados antigenos recombinantes
quiméricos de T. cruzi (IBMP 8.1, IBMP 8.2, IBMP 8.3 e IBMP 8.4) em sistema
de ELISA indireto in house, diante de amostras de soro de 857 pessoas
infectadas por T. cruzi e 689 néo infectadas. Os valores de sensibilidade
variaram de 94,3% a 99,3% e de especificidade de 99,4% a 100%,
respectivamente. O antigeno IBMP-8.4 apresentou especificidade de 100% e
0os antigenos IBMP-8.1 e 8.3 apresentaram sensibilidade e especificidade
acima de 98% (Santos et al., 2017).

Em outro estudo do mesmo grupo de pesquisa, foi avaliada a acuracia
dos quatro antigenos recombinantes quiméricos (IBMP 8.1, IBMP 8.2, IBMP
8.3 e IBMP 8.4) no ELISA indireto in house. Os autores usaram o método de
analise de classe latente para avaliar parametros de desempenho dos
antigenos. Os valores de acuracia foram de 96,2% para IBMP-8.2, 98% para
IBMP-8.1 e IBMP-8.3 e 100% para IBMP-8.4 (Santos et al., 2018). Além disso,
estudos de acuracia com esses antigenos recombinantes em amostras de soro
de individuos de regibes endémicas da América do Sul (Argentina, Bolivia e
Parguai) (Del Rei et al., 2019) e de areas ndao endémicas (Dopico et al., 2019),
mostram que esses antigenos podem ser utilizados em &reas com co-
endemicidade entre DC e as leishmanioses visceral e tegumentar (Daltro et al.,
2019).

Considerando que a regido sul do Rio Grande do Sul é endémica para
DC e apresenta altas taxas de infeccao pro HIV-1 subtipo C, torna-se relevante
conhecer a taxa de coinfecgcao por T. cruzi/HIV-1 nesses pacientes, a fim de
elucidar a importancia dessa associacdo nessa populacao (Alves et al., 2019),

diferente do que ocorre na maioria das regifes do Brasil (Souza et al., 2021).
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3 - OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Conhecer a soroprevaléncia para anticorpos anti-Trypanosoma cruzi em
pessoas vivendo com HIV-1, atendidas em um hospital publico de referéncia

da regido sul do estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

3.2 Objetivos Especificos

- Determinar a taxa de soropositividade de anticorpos anti-Trypanosoma
cruzi em pessoas vivendo com HIV-1 do extremo sul do Brasil, por meio de
ensaios imunoenzimaticos indiretos in house e comerciais, utilizando

diferentes antigenos;

- Descrever o perfil s6cio demografico em pessoas vivendo com HIV-1,
atendidas em um hospital publico do sul do Rio Grande do Sul e as

caracteristicas relacionadas a coinfecc¢ao por Trypanosoma cruzi e HIV-1;

- Verificar a capacidade de pessoas vivendo com HIV-1 em reconhecer

o0 vetor do protozoario Trypanosoma cruzi;

- Investigar a associacdo do reconhecimento do vetor e fatores socio
demograficos e econbmicos de pessoas vivendo com HIV-1 atendidas em um

hospital publico do sul Brasil.
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Resumo

A coinfecc¢do por Trypanosoma cruzi e pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) constitui-se em problema emergente de saude publica. Este estudo teve
como objetivo conhecer a taxa de soroprevaléncia para anticorpos anti-T. cruzi
e descrever o perfil s6cio demografico em pessoas vivendo com HIV-1
atendidas em um hospital publico da regido sul do estado do Rio Grande do
Sul, Brasil. A populacdo de estudo foi composta por 546 pessoas que vivem
com HIV-1, no qual foi aplicado um questionario estruturado, realizada a
pesquisa de dados nos prontuarios, pesquisa de anticorpos (IgG total) anti-T.
cruzi pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto in house, utilizando
antigenos recombinantes quiméricos. Para confirmacéo dos resultados foram
utilizados dois testes de ELISA indiretos comerciais, com diferentes antigenos.
A taxa de soroprevaléncia para T. cruzi foi de 0,2% (1/546). Um paciente foi
considerado soropositivo, pois foi soro reagente com 0s quatro antigenos
recombinantes quiméricos e esse resultado confirmado pelos testes de ELISA
comerciais. Cinco pacientes apresentaram soropositividade em apenas um
dos testes de ELISA comerciais. Assim, conclui-se que apesar da baixa
soroprevaléncia para anticorpos anti-T. cruzi em pessoas que vivem com HIV-
1 é fundamental a identificagdo da coinfec¢do por T. cruzi/HIV-1 diante da
gravidade de uma possivel reativacdo da doenca de Chagas.

Palavras-chave: Doenga de Chagas; virus da imunodeficiéncia humana (HIV);
coinfeccao.
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INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana € uma doenca
parasitaria causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, que acomete 6 a 7
milhdes de pessoas (WHO, 2023). A DC esté inserida no grupo de doencas
tropicais negligenciadas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Nas
Américas a DC continua sendo um importante problema de saude publica na
América Latina, sendo endémica em 21 paises, com 70 milhdes de pessoas
vivendo em areas de risco, incidéncia anual de 30 mil casos e 4 mil 6bitos por
ano (OPAS, 2022).

A coinfeccéo por T. cruzi e pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
constitui-se em problema emergente de saude publica (Martins-Melo et al.,
2022). Nos ultimos anos ocorreu sobreposicdo na distribuicdo geogréfica da
DC e HIV no Brasil, devido as mudancas dos perfis epidemiolégicos de
doencas em decorréncia da urbanizacdo dos casos de DC (Almeida et al.,
2011) e dainteriorizacdo dos casos de HIV no pais (Brasil, 2022). As taxas de
coinfeccao por T. cruzi/HIV na América Latina, incluindo o Brasil, variam de
0,5% a 28% (Almeida et al., 2010; Benchetrit et al., 2016; Stauffert et al., 2017,
Reimer-McAtee et al., 2021; Hasslocher-Moreno et al., 2022; Kesper et al.,
2023). O diagnéstico dessa coinfeccdo é fundamental, pois pessoas vivendo
com HIV-1 imunocomprometidas sdo suscetiveis a reativacdo da DC (NIH,
2023), sendo essa uma condicao definidora de sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (aids), podendo apresentar sintomas como meningoencefalite e/ou

miocardite aguda (Brasil, 2022c).

Ainda existem lacunas em relacdo a epidemiologia, diagndstico e
monitoramento da coinfec¢éo por T. cruzi/HIV em areas endémicas (Clark &
Bern, 2021), como na regido sul do estado do Rio Grande do Sul, onde persiste
o0 risco de transmissao vetorial especialmente pela domiciliacao de espécies
silvestres de triatomineos (Dias et al., 2016). Além disso, esse Estado
apresenta um dos principais coeficientes de mortalidade por aids e 0 municipio
do Rio Grande situado na regido sul, ocupa a terceira posicdo entre 0s
municipios com 100 mil habitantes no ranking do indice composto (Brasil,

2022b). Vale ressaltar que o Sul do Brasil apresenta um padrao epidemioldgico
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particular para o HIV-1, onde o subtipo C € mais circulante, apresentando carga
viral semelhante porém com periodos assintomaticos mais longos comparado
ao subtipo B. Enquanto que o subtipo B é mais prevalente nos demais estados
brasileiros e em toda a América Latina (Soares et al., 2003; Almeida et al.,
2012; Graf & Pinto, 2013; Junqueira & Almeida, 2016; Souto et al., 2021).

O diagnéstico da DC crénica baseia-se na pesquisa de anticorpos IgG
total anti-T. cruzi, utilizando métodos que apresentam sensibilidade e
especificidade igual ou superior a 99% e 97%, respectivamente (Brasil, 2006;
Brasil, 2013a; Dias et al., 2016). Além disso, o diagnostico final deve ser
baseado na concordancia de resultados de dois métodos imunoldgicos (ensaio
imunoenzimatico - ELISA, hemaglutinacdo indireta - HAI ou
imunofluorescéncia indireta — IFl) ou por um método usando diferentes
preparacdes antigénicas (Dias et al., 2016; OPAS, 2019). Considerando que €
muito utilizado para triagens o antigeno total de T. cruzi, gerando reacdes
cruzadas com outros parasitos, especialmente com Leishmania spp. (Dias et
al., 2016). Assim, este estudo tem como objetivo determinar a soroprevaléncia
para anticorpos anti-T. cruzi em pessoas vivendo com HIV-1, atendidas em um
hospital puablico de referéncia para o diagndstico e tratamento de HIV/aids do

extremo sul do Brasil.
MATERIAL E METODOS
Tipo do estudo e sujeito da pesquisa

Estudo transversal de soroprevaléncia para anticorpos anti-T. cruzi,
realizado no periodo de marco de 2019 a fevereiro de 2020, em pessoas
vivendo com HIV-1 atendidas no ambulatorio do Servico de Atendimento
Especializado em Infectologia (SAE Infectologia) e/ou internadas no Hospital
Universitario Dr. Miguel Riet Corréa Jr., da Universidade Federal do Rio
Grande (HU-FURG), vinculado a Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares
(EBSERH). Esse hospital € centro de referéncia da regidao Sul do Rio Grande
do Sul para o diagndstico e tratamento de HIV/aids. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa na Area da Salde - FURG (parecer
255/2018).
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Célculo do tamanho amostral

O tamanho amostral foi calculado considerando a média anual de 1.839
pessoas vivendo com HIV-1 atendidas no HU-FURG, a frequéncia esperada
de 5% da coinfeccao por T. cruzi/HIV (Stauffert et al., 2017), intervalo de
confianca de 95% e margem de erro de 5%, acrescido de 10% de possiveis
perdas, chegando a amostragem minima de 78 pacientes, sendo que

efetivamente 546 pacientes participaram do estudo.
Critérios de incluséo e exclusao

Os fatores de inclusédo considerados para este estudo foram pessoas
vivendo com HIV-1 atendidas no HU-FURG, residentes na regido sul do estado
do Rio Grande do Sul e que apresentavam idade igual ou superior a 18 anos,
e os fatores de exclusédo foram pessoas que ndo apresentavam integridade

mental e fisica para participar de todas as etapas do estudo.
Participacao do sujeito da pesquisa

Os pacientes foram convidados a participar deste estudo e aqueles que
concordaram assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice I). A participacéo do sujeito da pesquisa consistiu em: (i) responder
um questionario epidemiolégico; (i) permitir o acesso ao prontuario do

paciente; (iii) consentir que fossem realizadas as andlises laboratoriais.
Aplicacdo do questionario epidemiolégico e controle de qualidade

Um questionario epidemioldgico estruturado foi aplicado aos pacientes
no dia de consulta no ambulatério ou durante a internacdo. As caracteristicas
sécio demograficas e econbmicas investigadas, foram: faixa etaria,
escolaridade, renda familiar, area de residéncia, histérico de residéncia na

zona rural e municipio que reside (Apéndice II).

O controle de qualidade dos dados foi garantido pela supervisao
continua do trabalho de campo. Apds a codificacdo dos dados dos
guestionarios, esses foram lancados duplamente em um banco de dados

constituido com o auxilio do programa Epi-Data 5.01. A partir da dupla
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digitacdo realizada por duas pesquisadoras foi realizada uma andlise de

coeréncia e consisténcia dos dados, ajustando possiveis divergéncias.
Coleta de amostras de sangue

Durante os atendimentos de rotina, foram coletadas duas amostras de
sangue de cada paciente pelo Laboratério de Andlises Clinicas do HU-FURG.
Uma amostra de sangue foi utilizada para obtencdo de soro para pesquisa de
anticorpos anti-T. cruzi, e a outra amostra de sangue com anticoagulante
(EDTA) foi usada para quantificagdo da carga viral e contagem de linfocito T
CD4+. As amostras de soro foram acondicionadas em tubo de microcentrifuga

e conservadas a -70°C.
Pesquisa de anticorpos IgG total anti-Trypanosoma cruzi

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto, utilizando quatro antigenos
recombinantes quiméricos para T. cruzi, foram padronizados em um estudo
anterior (Santos et al., 2018). Resumidamente, em microplacas de poliestireno
de 96 cavidades de fundo plano (Nunc MaxisorpTM, Roskilde, Dinamarca),
foram distribuidos em cada cavidade 100 pL da solugdo tampéao
carbonato/bicarbonato 0,05 M, pH 9,6, contendo 25 ng dos antigenos IBMP-
8.1, IBMP-8.3 e IBMP-8.4, e 12,5 ng do antigeno IBMP-8.2. Cada um dos
antigenos IBMP foi utilizado separadamente como antigeno de captura. Em
seguida, foram adicionados 100 uL da solugao WellChampion™ (Ken-Em-Tec
Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca) por cavidade, para sensibilizacao,
bloqueio das microplacas e estabilizacdo dos antigenos. ApGs incubacéo de
15 minutos a temperatura ambiente, as microplacas foram esvaziadas e secas
em estufa a 37° C por 20 min (Marconi® MA032, Sdo Paulo, Brasil). Apés, 100
ML de amostras de soro foram diluidos 1:100 em tampao PBS (fosfato de sédio
10 mM e cloreto de sédio 150 mM) e adicionados as cavidades das
microplacas em duplicata. Cinco cavidades foram utilizadas para os pools de
amostras de soro de pacientes chagasicos e cinco cavidades para as amostras
de soro de pacientes ndo chagasicos, diluidas 1:100 em PBS. Os soros
controle positivos foram obtidos de pacientes de areas endémicas (Argentina,
Brasil, Bolivia e Paraguai) (Del Rei et al., 2019) e os soros controle negativos
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foram coletados de pacientes de areas ndo endémicas (Ddpico et al., 2019).

Assim, as microplacas foram incubadas com os soros a 37° C por 60
min e apo6s foram realizadas cinco lavagens com PBS-T (tampao PBS-Tween-
20 a 0,05%, PBS-T). Em seguida, foram adicionados 100 pL do anticorpo
secundario (anti-globulina humana - anti-lgG) conjugada a peroxidase na
diluicho de 1:40.000 em PBS em cada cavidade. As microplacas foram
incubadas a 37° C por 30 min e realizadas cinco lavagens novamente. A seguir,
foram adicionados em cada cavidade 100 pL da solugéo reveladora TMB Plus
(Ken-Em-TecDiagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca), seguido de incubagéo a
temperatura ambiente por 10 min na auséncia de luz. Apés, foram adicionados
50 L da solucao de parada (acido sulfurico a 0,2M). A leitura foi realizada em
um espectrofotometro de placas (VersaMax, Molecular Devices, San Jose,
EUA) com comprimento de onda de 450 nm (Santos et al., 2018).

Confirmacdo soroldgica

Foram utilizados dois testes comerciais de ELISA para a confirmacéao
dos resultados. A selecao desses testes foi baseada na Nota Técnica NE 03/06
emitida pelo Ministério da Saude do Brasil e no registro desses na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para o diagndstico de DC no Brasil
(Brasil, 2006).

Os dois ensaios comerciais para a DC selecionados foram o Gold ELISA
Chagas (Rem Diagnéstica Ltda., Sdo Paulo, Brasil) e o BioLISA Chagas
recombinante (Quibasa-Quimica Basica Ltda., Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil). Como matriz antigénica do Gold ELISA Chagas sao usados antigenos
recombinantes e antigenos lisados de epimastigotas de cepas de T. cruzi (Gold
ELISA Chagas, 2013), enquanto que o BioLISA usa antigeno recombinante K-
180-1 (BioLisa Chagas recombinante, 2021). Os ensaios foram realizados

segundo as instrucdes de uso dos fabricantes.
Interpretacdo da sorologia

Para a interpretacdo dos dados foi considerada negativa toda amostra
com indice de reatividade (IR) inferior a 0,80 e positiva toda amostra com IR
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igual ou superior a 1,20, amostras entre os valores (0,80- 1,20) apresentaram
indice de reatividade (IR) indeterminado (Santos et al.,, 2016). Para o
diagnostico final, foi considerado paciente soropositivo aquele que
apresentava amostra soroldgica reagente frente a pelo menos um antigeno
recombinante quimérico no ELISA indireto in house e reagente em pelo menos
um dos testes de ELISA indireto comerciais, respeitando as recomendacdes
do Ministério da Saude do Brasil (Dias et al., 2016) e da Organizacdo Pan-
americana de Saude (OPAS, 2018). Todos os testes sorologicos foram
realizados no Laboratério Avancado de Saude Publica do Instituto Gongalo

Moniz - Fiocruz-BA.
Contagem de linfécitos T CD4+ e a quantificacdo da carga viral do HIV-1

A contagem de linfécitos T CD4+ e a quantificacdo da carga viral do HIV-
1, foram realizadas pelo Laboratério de Apoio Diagndstico em Infectologia do
HU-FURG, por meio do método de citometria de fluxo e transcricdo reversa

seguida da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, respectivamente.
Pesquisa nos prontuarios dos pacientes

Nos prontudrios eletrénicos e fisicos foram pesquisados: tempo de
diagnostico da infeccdo por HIV-1, adeséo a terapia antirretroviral (TARV),

carga viral e contagem de linfécitos T CD4+.
Analise Estatistica

A soroprevaléncia para anticorpos anti-T. cruzi, assim como, as
frequéncias das diferentes variaveis foram calculadas utilizado o software
SPSS® 15.1.

RESULTADOS

A taxa de soroprevaléncia para anticorpos (IgG) anti-T. cruzi foi de 0,2%
(1), utilizando diferentes antigenos no ELISA. A populacdo do estudo foi
composta por 546 pessoas na faixa etaria de 18 a 75 anos e idade média de
43 anos (DP+12,5), renda familiar média de R$ 2.011,96 (DP+ 1.958,85),

sendo que 47% apresentavam renda familiar igual ou inferior a um salario
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minimo, 54,4% eram do sexo feminino, 60,7% com até oito anos de
escolaridade, 82% residentes no municipio de Rio Grande, 89,5% moravam na
area urbana e 18,9% ja moraram na area rural. Quanto as caracteristicas
relacionadas a infec¢éo por HIV-1, 85,7% tinham diagndstico ha pelo menos
dois anos, 84% com carga viral indetectavel e 89,5% com contagem de

linfécitos T CD4+ superior a 200 células/mm? (Tabela 3).

Além do Unico paciente (T478) soropositivo para todos os testes
realizados, trés pacientes (T110, T111, T124) foram soropositivos pelo teste
Gold ELISA e dois pacientes (T269, T593) apenas com o teste BioLISA
recombinante (Tabela 4). Nenhum desses pacientes apresentou contagem de
linfécitos T CD4+ < 200mm? durante o periodo do estudo, porém dois pacientes
(T110 e T124) apresentaram contagem de linfécitos T CD4+ inferior a 200 mm?3
em exames anteriores. Nos prontuarios de dois pacientes (T269 e T111) foi
relatada falha na adeséo a terapia antirretroviral (TARV). Também foi verificado
nos prontuarios que nenhum dos pacientes apresentou diagndéstico para DC,
embora no ano de 2015 houve suspeita de DC em um paciente (T124), mas
os resultados da quimioluminescéncia e imunofluorescéncia indireta foram
negativos. Assim, foi considerado soropositivo o paciente que apresentou mais
de um teste reativo de acordo com as recomendacdes do Ministério da Saude
do Brasil (Dias et al., 2016) e OPAS (OPAS, 2018).

DISCUSSAO

A coinfeccéo por T. cruzi/HIV constitui-se em problema emergente de
saude publica (Martins-Melo et al., 2022), mas apesar da recomendacéo de
triagem para infeccéo por T. cruzi em pessoas vivendo com HIV, ainda faltam
informacdes sobre prevaléncia dessa coinfeccdo em areas endémicas (Kesper
et al., 2023) como a regido sul do estado do Rio Grande do Sul, que apresenta
um perfil epidemioldgico distinto do HIV-1, onde o subtipo C € mais circulante,
diferenciando-se das demais regides do pais (Soares et al., 2003; Almeida et
al., 2012; Graf & Pinto, 2013; Junqueira & Almeida, 2016).

No Brasil, este foi o primeiro estudo que avaliou quatro antigenos

recombinantes no teste de ELISA indireto in house para o diagndstico da DC
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crobnica em pessoas vivendo com HIV-1. Entretanto, a prevaléncia de 0,2% da
coinfeccao de T. cruzi/HIV-1 registrada neste estudo foi mais baixa do que as
prevaléncias (0,83 - 1,3%) observadas nos estudos realizados em Séao Paulo
em pessoas vivendo com HIV-1 (Almeida et al., 2010; Kesper et al., 2023) e
mais proxima da prevaléncia verificada em portadores de DC (0,5%) no estudo
realizado no Rio de Janeiro (Hasslocher-Moreno et al., 2022). Além disso, o
soroprevaléncia registrada neste estudo foi 25 vezes menor do que a
observada no estudo também realizado na regiéo sul do estado Rio Grande do
Sul, o qual revelou soroprevaléncia de 5% (10/200) em pessoas vivendo com
HIV-1 (Satuffert et al., 2017).

Um fator que pode justificar a diferenca entre as prevaléncias da
coinfeccao por T. cruzi/HIV é pelo fato de que no presente estudo foram
utilizados antigenos recombinantes quiméricos, enquanto que nos demais
estudos, foram utilizados antigenos totais de lisado de T. cruzi ou antigenos de
excrecdo e secrecdo de T. cruzi em pelo menos um dos métodos de
imunodiagnostico empregados (Almeida et al., 2010; Stauffert et al., 2017,
Hasslocher-Moreno et al., 2022; Kesper et al., 2023). O desempenho dos
testes soroldgicos para o DC crénica, esta relacionado ao tipo das preparacdes
antigénicas utilizadas para deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi. Os antigenos
recombinantes quiméricos, utilizados no ELISA in house, constituem-se em
sequéncias curtas, conservadas e repetidas de aminoacidos em T. cruzi, que
melhoram o desempenho dos ensaios em detectar as infec¢cdes chagasicas
(Santos et al., 2016).

Assim, pode-se afirmar que apenas um paciente apresentou
soropositividade para anticorpos anti-T. cruzi, de acordo com as
recomendacfes do Ministério da Saude do Brasil e OPAS, em que o
diagnostico da DC cronica deve ser baseado na concordancia de resultados
de dois métodos sorologicos de plataformas distintas e/ou com diferentes
preparacdes antigénicas (Dias et al., 2016; OPAS, 2018). Vale ressaltar que
com os testes comerciais ndo houve concordancia entre si, visto que em trés
pacientes foram soropositivos (T110, T111, T124) pelo teste Gold ELISA, dois
pacientes foram soropositivos (T269, T593) pelo teste BioLISA, e um paciente
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(TO17) apresentou resultado sorolégico indeterminado pelo BioLISA, sendo

gue este teste utiliza somente usa antigenos brutos.

Assim, nesses pacientes nao foi confirmada a coinfeccéo (Dias et al.,
2016; OPAS, 2018), pois nao houve soropositividade simultanea com os dois
testes comerciais ou pelo menos com um antigeno recombinante no ELISA in
house e ao menos com um dos testes comerciais. Contudo, é importante
salientar que pacientes imunocomprometidos podem apresentar resultados
falso negativos pela baixa producdo de anticorpos, destaca-se 0s pacientes
(T110 e T124) que ja apresentaram quadro de imunossupressdo em exames

anteriores.

A baixa soropositividade para T. cruzi impossibilitou a analise de
associagdo com aspectos socio demograficos da populacéo estudada, tempo
de infeccdo por HIV, carga viral e contagem de células T CD4+. Estudos
mostram que pessoas coinfectadas apresentam carga viral significativamente
mais elevada do que pacientes ndo coinfectados (p<0,05) (Almeida et al.,
2010; Stauffert et al., 2017). Em relacdo a contagem de células T CD4+, tem
sido observado frequéncia elevada abaixo de 350 células/mm?3 em pessoas
coinfectadas por T. cruzi/HIV-1 em comparacdo com pacientes nao
coinfectados (Almeida et al., 2010; Stauffert et al., 2017). No entanto, valores
de células T CD4+ <200 células/mm3, séo importantes preditores do risco de
reativacdo da DC em pacientes com HIV-1 (Kesper et al., 2023).

CONCLUSOES

Apesar da baixa soroprevaléncia para anticorpos anti-T. cruzi em
pessoas que vivem com HIV-1 é fundamental a identificacdo da coinfeccéo por
T. cruzi/HIV-1 diante da gravidade de uma possivel reativacdo da doenca de

Chagas.
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Tabela 3 — Resultados referentes aos fatores sdcio demograficos, tempo de diagnéstico da
infeccdo por HIV-1, carga viral e contagem de linfocitos T CD4+ relacionados a
soropositividade para anticorpos anti-Trypanosoma cruzi em pessoas atendidas em um
hospital publico do sul do Rio Grande do Sul, Brasil (n=546).

Variaveis N° de pessoas* Soropositividade**

N (%) (%)

Sexo

Feminino 297 54,4 0,00

Masculino 249 45,6 0,34

Faixa etéaria

<40 anos 237 43,4 0,00

2 40 anos 309 56,6 0,97

Anos de estudo

<8 anos 330 60,7 0,30

=9 anos 240 39,3 0,00

Renda familiar

<1.220 246 47,0 0,00

1.221 a 2.240 138 26,3 0,72

22.241 140 26,7 0,00

Zona da residéncia

Urbana 450 89,5 0,22

Rural 53 10,5 0,00

Ja morou na zona rural

Sim 103 18,9 0,00

Néao 441 81,1 0,23

Municipios

Rio Grande — RS 445 82,0 0,22

Demais cidades 98 18,0 0,00

Tempo de infec¢éo por HIV-1

<1ano 78 14,3 0,00

= 2anos 468 85,7 0,21

Carga viral

Nao Detectavel 457 84,0 0,00

Detectavel 87 16,0 1,15

T CD4+

< 200 células 51 10,5 0,00

> 200 células 433 89,5 0,23

*Todos o0s respondentes. **Soropositividade simultdnea para anticorpo (IgG) anti-
Trypanosoma cruzi em ensaios imunoenzimaticos (ELISA) indiretos in house e comerciais,
utilizando diferentes antigenos.
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Tabela 4 — Resultados pesquisa de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi em pessoas que vivem
com HIV-1 que apresentaram soropositividade ou resultado indeterminado em pelo menos um

teste sorolégico.

Paciente ELISA in house BioLISA* Gold CD4+ CcVv Tempo
ELISA** infeccao

(Sexo;idade) IBMP IBMP IBMP  IBMP por HIV

8.1 8.2 8.3 8.4

TO17 (M; 37) N N N N Ind NR 1208 Zero 4 anos
T110 (F; 62) N N N N N + 521 Zero 11 anos
T111 (M; 47) N N N N N + 778 4420 9 anos
T124 (F; 41) N N N N N + 467 Zero 14 anos
T269 (M; 35) N N N N + N 538 Zero 12 anos
T478 (M; 34) + + + + + + 603 Zero 4 anos
T593 (F; 53) N N N N + N 1316 Zero 7 anos

Sexo: F - feminino; M - masculino; CV: carga viral; CV Indetectavel = zero; CV detectavel: >
40 coépias; CD4+: contagem de CD4+/mm?3; Amostra soropositiva: indice de reatividade (IR)
>1,20; soronegativa: indice de reatividade (IR) <0,80; Ind: indeterminada, IR entre 0,8 e 1,20;

NR: teste ndo realizado.

* BioLISA Chagas recombinante (Quibasa-Quimica Basica Ltda. Belo Horizonte, MG, Brasil).
*Gold ELISA Chagas (Rem Diagnéstica Ltda. Sao Paulo, Brasil)
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Manuscrito a ser submetido ao periddico Cadernos de Saude Puablica, Fator de
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Capacidade de reconhecimento do vetor de doenga de Chagas por
pessoas vivendo com HIV-1 atendidas em um hospital pablico de regido

endémica do extremo sul do Brasil

Camila Costa Schramm, Priscila Wittemberg Azevedo, Muna Ghalib Ahmad
Yussef, Gabriela Torres Mattos, Jussara Maria Silveira, Rossana Patricia
Basso, Luisa Dias da Mota, Luciana Farias da Costa de Avila, Joice Simionato

Vettorello, Maiba Mikhael Nader, Carlos James Scaini
RESUMO

A doenca de Chagas (DC) € uma doenca parasitaria causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi. Apesar dos avangos do controle vetorial no Brasil, persiste
0 risco desse tipo de transmissado. O estado do Rio Grande do Sul, constitui-
se em area endémica da DC, com risco limitado principalmente a transmisséao
por espécies de triatomineos nativas. Este estudo teve como objetivo
determinar a frequéncia de reconhecimento do vetor de T. cruzi em pessoas
vivendo com HIV-1, atendidas em um hospital publico da regido Sul do Rio
Grande do Sul, Brasil. A coleta de dados de 750 pacientes foi realizada pela
aplicacdo de questionario estruturado e pesquisa nos prontuarios. Dos 492
respondentes, 26% citaram corretamente que as ilustragcbes do mostruario
tratavam-se do vetor de T. cruzi (‘barbeiro” ou “chupao”). Quanto as variaveis
sécio demograficas, foi observado que: pessoas do sexo masculino
apresentaram 80% mais chance de reconhecer o vetor do que o sexo feminino,
pessoas com renda familiar acima de um salario minimo apresentaram 84%
mais chance de reconhecer o vetor do que aquelas que tém uma renda inferior;
residentes na &rea urbana apresentaram 46% menos chance de reconhecer o
vetor em relacdo as pessoas da area rural; pessoas com mais de oito anos de
escolaridade apresentaram duas vezes mais chance de reconhecer o vetor do
gue aquelas com até oito anos de escolaridade; residentes nos municipios de
Cangugu, Herval e Piratini apresentaram quatro vezes mais chance de
identificar o vetor do que os residentes em Rio Grande e 94% mais chance do
gue residentes dos outros municipios estudados do sul do Estado. Conclui-se
gue a baixa frequéncia de reconhecimento do vetor € motivo de preocupacéo
para uma regido considerada endémica para DC, necessitando acgdes
educacionais por meio de programas ou ac¢des que visam informar a populacéo
sobre a doenca de Chagas e sobre seu vetor.

Palavras-chave: Triatomineo, vetor, Tripanosoma cruzi, HIV.
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INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana € uma doenca
tropical negligenciada, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (Engels &
Zhou, 2020). Esse protozoario apresenta como hospedeiros vertebrados
espécies de mamiferos, incluindo os humanos e como hospedeiros
invertebrados insetos hemipteros da familia Reduviidae e subfamilia
Triatominae (Guhl & Ramirez, 2021). A DC é um problema de saude publica
na América Latina, que acomete mais de 6 milhbes de pessoas, causa em
meédia 4 mil ébitos por ano e cerca de 70 milhBes de pessoas vivem em areas
de risco (OPAS, 2022).

A dispersdo da DC no Brasil teve relagéo direta com a presenca de
triatomineos nas habitagdes humanas (Vinhaes & Dias, 2000). Entre 1950 e
1951, foi realizada a primeira Campanha de Profilaxia da Doenca de Chagas,
conduzida pelo Servico Nacional de Malaria. Na década de 1970 foi
estruturado o Programa de Controle da Doenca de Chagas (PCDCh), sob
coordenacdo da Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica
(SUCAM). Esse programa foi executado em trés fases: mapeamento das areas
de infestacdes domiciliares por triatomineos, aplicacéo de inseticidas de acao
residual nas habitagBes e vigilancia entomologica (Silveira & Pimenta-Janior,
2011). No ano de 1991, foi criada a Iniciativa do Cone Sul para desenvolver
estratégias para eliminacdo do vetor Triatoma infestans, principal vetor de T.
cruzi na regiao (Schofield & Dias, 1999). Em 2006, o Brasil recebeu a
certificacdo internacional conferida pela Organizacdo Pan-Americana da
Saude, como area livre da transmisséo pelo Triatoma infestans (OPAS, 2006).

Apesar dos avangos do controle vetorial, ainda persiste o risco desse
tipo de transmissao por diferentes fatores, como a domiciliagcdo de espécies
silvestres de triatomineo (Dias et al., 2016). O estado do Rio Grande do Sul
constitui-se em area endémica de transmissao vetorial domiciliar submetida as
operacgdes de controle quimico no PCDCh. Atualmente, esse Estado apresenta
risco limitado a transmisséo por espécies de triatomineos nativos (Silveira &
Dias, 2011). Estudos realizados na regido Sul do Estado registraram que as

espécies de triatomineos mais frequentes no intradomicilio e peridomicilio



61

foram Triatoma rubrovaria (>90%), Panstrongylus tupynambai, T.
circummaculata e T. carcavalloi e os municipios de Cangucu, Piratini, Pinheiro
Machado e Santana da Boa Vista obtiveram os principais indices de capturas
de triatomineos (Priotto et al., 2014; Bianchi et al., 2021).

O perfil tipico do paciente com DC mudou devido ao aumento da idade
e as comorbidades associadas (Pérez-Molina & Molina, 2018). Entre as
comorbidades, destaca-se a coinfecgdo por T. cruzi e pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), devido a atual sobreposicdo da distribuicdo
geografica de ambas e da gravidade da reativacdo da DC em pessoas vivendo
com HIV imunocomprometidas (NIH, 2023). A reativacado da DC geralmente
apresenta-se como meningoencefalite e/ou miocardite aguda, embora os
pacientes coinfectados por T. cruzi/HIV possam desenvolver manifestacoes
cardiacas e gastrointestinais classicas da DC cronica (Clark & Bern, 2021).
Sendo portanto a reativacdo da DC condicdo definidora de sindrome da

imunodeficiéncia adquirida (Brasil, 2022c).

Diante do exposto, a sustentabilidade das acdes de prevencéo e
controle da DC passa pela participagdo comunitaria (Abad-Franch, et al.,
2011). Assim, as politicas educacionais devem ser mais efetivas, a fim de
informar a populagdo, visando a participagdo da comunidade de modo
permanente como estratégia para prevencdo de novos casos de DC por
transmissao vetorial (Villela et al., 2006). Além disso, pesquisas que permitam
identificar as caréncias no que diz respeito aos conhecimentos da comunidade
podem subsidiar as agdes em saude ampliando o alcance e a efetividade junto
a populagao (Dias et al., 2016). Assim, este estudo que tem como objetivo
observar a capacidade de reconhecimento do vetor de T. cruzi por pessoas
gue vivem com HIV-1, atendidas em um hospital de referéncia para o
diagnéstico e tratamento HIV/aids em regido endémica de DC no extremo sul

do Brasil e determinar os fatores socio demogréaficos associados.
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METODOLOGIA
Tipo de estudo e sujeito da pesquisa

Trata-se de um estudo transversal de abordagem quantitativa descritiva
em pessoas que vivem com HIV-1, atendidas no Hospital Universitario Dr.
Miguel Riet Corréa Jr da Universidade Federal do Rio Grande (HU-FURG),
vinculado a Empresa Brasileira de Servigcos Hospitalares (EBSERH), centro de
referéncia para o diagndstico e tratamento de HIV/aids no Sul do estado de Rio
Grande do Sul. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa na
Area da Sautde - FURG (CEPAS 255/2018).

Célculo do tamanho amostral

O tamanho amostral foi calculado, levando-se em conta a média anual
de 1839 pessoas que vivem com HIV-1 atendidas no HU-FURG, frequéncia
esperada do reconhecimento do vetor de 54,7% (Stauffert et al., 2017),
intervalo de confianca de 95% e margem de erro de 5%, acrescido de 10%
para possiveis perdas (EPI INFO 7,0). Dessa forma, a amostragem minima

seria de 348, sendo que efetivamente 750 pessoas participaram do estudo.
Critérios de incluséo e exclusao

Os fatores de inclusao considerados foram pessoas vivendo com HIV-1
atendidas no HU-FURG, idade igual ou superior a 18 anos, residir na regiao
sul do estado do Rio Grande do Sul e como fator de exclusdo, pessoas que
ndo apresentavam integridade mental e fisica para participar do estudo. Os
pacientes foram convidados a participar deste estudo e aqueles que
concordaram assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice I).

Aplicacdo do questionério epidemioldgico

Um questionario epidemiolégico estruturado (Apéndice Il), do tipo
entrevista, foi aplicado no periodo de marco de 2019 a fevereiro de 2020. Os
participantes foram entrevistados em uma sala reservada no ambulatério ou

no leito hospitalar do HU-FURG. Nesse questionario foram investigadas as
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caracteristicas socio demograficas e se as pessoas do estudo reconheciam o
vetor de T. cruzi. Para isso, foi apresentado a cada entrevistado um mostruério
com ilustracbes de trés géneros (Panstrongylus, Triatoma, Rhodnius) do
triatomineo vetor (Jurberg et al., 2014), e a seguir foi perguntando que insetos

S80 esses e se ja os visualizam na sua residéncia (Apéndice III).
Controle de Qualidade

O controle de qualidade dos dados foi garantido pela supervisao
continua do trabalho de campo. ApOs a codificagdo dos dados dos
guestionarios, esses foram lancados duplamente em um banco de dados
constituido com o auxilio do programa Epi-Data 5.01. A partir da dupla
digitacdo realizada por duas pesquisadoras foi realizada uma analise de

coeréncia e consisténcia dos dados, ajustando possiveis divergéncias.
Andlise Estatistica

Os dados foram analisados por meio do software estatistico STATA,
versao 18.1. Realizou-se uma andlise descritiva das variaveis independentes
a fim de caracterizar a amostra. As variaveis independentes desempenham um
papel fundamental na descricdo e mensuracao dos fatores que influenciam os
problemas investigados neste estudo. Essas variaveis foram extraidas dos
instrumentos de coleta de dados e incluem informagcBes como sexo, nivel de
escolaridade, faixa etaria, renda familiar, municipio de residéncia, historico de
residéncia em areas rurais, area de residéncia atual, contagem de CD4+ e
carga viral. O desfecho do estudo consiste no reconhecimento do vetor

(triatomineo).

Na andlise bivariada empregou-se o teste Qui-quadrado para calcular a
razado de Odds (OR), com intervalo de confianca de 95%, visando avaliar as
associagdes entre diferentes variaveis, considerando nivel de significancia de
5%.
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RESULTADOS

A populacéo deste estudo foi composta por 750 pessoas, sendo 53,6%
do sexo feminino, 51,9% da faixa etaria de 40 anos ou mais, 61,6% com até
oito anos de estudo, 60,1% apresentavam renda familiar superior a um salario
minimo, 53,2% moravam em residéncia com trés pessoas ou mais, 89,2%
moravam na area urbana e 20,5% ja moraram na area rural. Além disso,
88,5% das pessoas apresentavam contagem de linfécitos T CD4+ > 200

células/mm? e 84,7% com carga viral indetectavel (zero).

Quando foi perguntado aos 750 entrevistados sobre o reconhecimento
do vetor, 65,6% responderam. Entre os 492 respondentes, 26% citaram
corretamente que as ilustracfes do mostruario tratavam-se do vetor de T. cruzi
(“barbeiro” ou “chupado”). Vale ressaltar que 4,5% dos entrevistados
confundiram o0s triatomineos com outros insetos da classe Hemiptera
(“percevejo” / Cimidae, “fede-fede” Pentatomidae e “pulgao” / Aphididae), 63%
responderam tratar-se de insetos de outras classes (Blattaria, Coleoptera,
Diptera) e 6,5% responderam tratar-se de aracnideos, demonstrando
importante desconhecimento sobre o tema. Além disso, das 130 das pessoas
gue afirmaram terem visto o vetor nas residéncias, apenas 15,4%

reconheceram o vetor.

Quanto as variaveis socio demograficas, foi observado que entre os
respondentes, as pessoas do sexo masculino apresentaram 80% (IC95%:
1,18-2,80) mais chance de reconhecer o vetor do que o sexo feminino,
pessoas com renda familiar acima de um salario minimo apresentaram 84%
(IC95%: 1,19-2,87) mais chance de reconhecer o vetor do que aquelas que
tém uma renda inferior, residentes na area urbana apresentaram 46%
(1C95%: 0,24-0,86) menos chance de reconhecer o vetor em relagcdo a
pessoas da area rural e pessoas com mais de oito anos de escolaridade
apresentaram duas vezes (IC95%: 1,36-3,10) mais chance de reconhecer o

vetor do que aquelas com até oito anos de escolaridade (Tabela 5).

A procedéncia das pessoas por municipio foi a seguinte: Rio Grande
(82,4%), Sao José do Norte (5,8%), Jaguaréo (4,1%), Cangucu (2,9%), Arroio
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Grande (1,1%), Pelotas (0,9%), Santa Vitoria do Palmar (0,8%), Herval (0,8%),
Tavares (0,4%), Cerrito (0,3%), Chui, Capdo do Ledo, Morro Redondo,
Piratini, e Pedro Osério (0,5%). Vale ressaltar que os residentes nos
municipios de Cangucu, Herval e Piratini apresentaram quatro vezes (1C95%:
1,63-10,09) mais chance de identificar o vetor do que os residentes em Rio
Grande e 94% (1,08-3,48) mais chance do que residentes dos outros

municipios do estudo.
DISCUSSAO

A relevancia dos resultados deste estudo pode ser justificada sob
diferentes aspectos: (1) trata-se do primeiro estudo envolvendo pacientes
com HIV-1, visando verificar a capacidade desses em reconhecer o vetor de
T. cruzi; (2) a regido sul do estado do Rio Grande é endémica para DC; (3) a

importancia da coinfec¢do de T. cruzi/HIV-1 (Brasil, 2022).

A capacidade das pessoas vivendo com HIV-1 deste estudo em
reconhecer o triatomineo vetor é preocupante, visto que entre O0s
respondentes, apenas 26% (128/492) identificaram corretamente o vetor de
T. cruzi. Assim, 74% (364/492) dos respondentes nao reconheceram o vetor,
sendo que 4,5% (22/492) confundiram o vetor (triatomineo) com outros
insetos da Ordem Hemiptera, embora os hemipteros das diferentes
subordens e familias apresentem diferencas morfolégicas importantes entre
si (Imenes & Ide, 2002; Argolo et al., 2008; Galvao & Jurberg, 2014).

Vale ressaltar que no presente trabalho as respostas nédo foram
induzidas, ou seja, o paciente ndo sabia que se tratava de uma pesquisa
relacionada a DC, o que difere da maioria dos estudos. Assim, o0s resultados
contrastam com outros estudos que mostram frequéncias elevadas de
reconhecimento do vetor por diferentes populacdes: 89,1% (155/174) de
pessoas adultas e 66,7% (92/138) de criancas no municipio de Bambui, MG
(Villela et al., 2009); 58,3% (45/77) da populacéo rural do sul do Rio Grande
do Sul (Rosenthal et al., 2020); 54,7% (41/75) em pacientes cardiopatas do
municipio de Pelotas, RS (Dutra et al., 2021); 95,2% (59/62) em moradores

do municipio de Barra, BA (Novais et al., 2022).
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Deste modo, a baixa frequéncia de reconhecimento do vetor no
presente estudo é motivo de alerta para uma regido considerada endémica
para DC, visto que a participagdo comunitaria € a principal estratégia para a
manutenc¢ao da vigilancia entomoldgica da DC, essencial para a manutencao
da atual condi¢c&o de controle da transmissao vetorial no Brasil (Abad-Franch,
et al., 2011; Dias et al., 2016). No entanto, vale ressaltar que nos estudos
realizados no Rio Grande do Sul (Rosenthal et al., 2020; Dutra et al., 2021)
0S sujeitos das pesquisas apresentaram baixo a moderado conhecimento
guando comparados aos estudos realizados em Minas Gerais (Villela et al.,
2009) e Bahia (Novais et al., 2022).

Resultados importantes foram observados relacionados aos aspectos
sécio demograficos da populacao estudada. Os residentes nos municipios de
Cangucu, Herval e Piratini apresentaram mais chance de reconhecer o vetor
do que os residentes de Rio Grande e de outros municipios estudados do sul
desse Estado. Resultados semelhantes foram observados em um estudo com
pacientes cardiopatas, onde verificou que residentes dos municipios de
Cangucu, Herval, Pinheiro Machado e Piratini apresentaram a maior
frequéncia (81,8%) de reconhecimento do vetor (Dutra et al., 2021). Esse
resultado provavelmente pode ser explicado pelo fato que esses municipios
apresentam historico de alta infestacéo de triatomineos (Baruffa & Alcantara
Filho, 1985) e que atualmente estdo entre 0s municipios que apresentam o
maior numero de registros de triatomineos (Priotto et al., 2014; Bianchi et al.,
2021), o que pode contribuir para maior consciéncia da importancia da DC e

a capacidade de reconhecer o vetor de T. cruzi.

Quanto a area de residéncia (urbana ou rural), os moradores de areas
urbanas apresentaram 46% menos chance de reconhecer o vetor em relagao
as pessoas da area rural. Isso pode estar relacionado a maior visibilidade que
a DC tem entre pessoas do meio rural, que sdo as que recebem acdes
direcionadas ao controle dos vetores devido ao carater de transmisséo
predominante nessas areas (Villela et al., 2009). O resultado deste estudo esta
de acordo com o obtido na pesquisa realizada no Vale do Jequitinhonha, MG,

em que os moradores da zona rural apresentam maior capacidade de
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reconhecer o vetor do que os da area urbana (Dias et al., 2016). Entretanto, no
presente estudo, o fato de pessoas terem morado na zona rural ndo foi
significativo em relagcdo ao reconhecimento do vetor, diferente do observado
em pacientes com cardiopatias do municipio de Pelotas, RS (Dutra et al.,
2021).

Neste estudo os respondentes do sexo masculino apresentaram 80%
mais chance de reconhecer o vetor do que o sexo feminino. Este resultado esta
de acordo com o resultado do estudo realizado em Pelotas, RS (Dutra et al.,
2021) e discorda do resultado da pesquisa realizada em Bambui, MG, onde
ndo houve diferenca entre os sexos (p>0,05) (Villela et al., 2009). Além disso,
no presente estudo, as pessoas com maior renda familiar e escolaridade
apresentaram mais chance de reconhecer o vetor, do que aquelas com menor
renda familiar e escolaridade. Dutra et al., (2021) citam que pessoas
alfabetizadas apresentam maior capacidade de identificar o triatomineo do que
pessoas analfabetas. Essas duas variaveis, renda e escolaridade, podem estar
associadas, pois pessoas com familias de maior renda geralmente tém mais
recursos para investir em educacao e oportunizar diferentes experiéncias de
aprendizado, o que pode determinar maior conhecimento sobre DC e

capacidade de reconhecer o vetor.

Conclui-se que a baixa frequéncia para o reconhecimento do vetor de T.
cruzi é motivo de alerta para uma regiao considerada endémica para DC,
necessitando acgbes educacionais, pois entre os fatores associados ao
reconhecimento do vetor destaca-se a maior escolaridade e renda familiar,
assim como a sua maior visibilidade em pessoas que viveram em area rural ou
municipios que apresentam importantes indices de captura de triatomineos.
Incluindo acdes voltadas a pessoas que vivem com HIV pelo risco que

apresentam ao desenvolver formar graves da doenca.
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Tabela 5 - Relagéo entre as caracteristicas sdcio demogréficas de pessoas vivendo com HIV-
1 atendidas em um hospital de referéncia da regido sul do Rio Grande do Sul e sua
capacidade de reconhecer o vetor de Trypanosoma cruzi (n=492).

Variaveis Reconhecimento do vetor* IC 95% OR p-valor
Nao (%) Sim (%)

Sexo 0,005
Feminino 199 79,6 51 20,4 1
Masculino 165 68,2 77 39,8 1,80 (1,18-2,80)
Faixa etaria 0,089
18-40 anos 170 78,0 48 22,0 1
Acima de 40 anos 194 70,8 80 29,2 1,46(0,96-2,2)
Escolaridade 0,008
< 8 anos 240 79,5 62 20,5 1
> 8 anos 124 65,3 66 34,7 2,06(1,36-3,10)
Renda familiar ** 0,008
< 1 salario 147 80,3 36 19,7 1
> 1 salarios 199 68,9 90 31,1 1,84(1,19-2,87)
Municipios 0,002
Rio Grande 319 76,9 96 23,1 1
Cangucu, Herval, Piratini 9 45,0 11 55,0 4,06 (1,63-10,09)

Outros municipios do sul do 36 63,2 21 36,8 1,94 (1,08-3,48)
Rio Grande do Sul

Numero de pessoas na 0,052
residéncia

Uma 68 70,8 28 29,2 1

Duas 96 68,1 45 31,9 1,13(0,65-2,00)

Trés 199 78,7 54 21,3 0,66(0,39-1,12)

Area da residéncia 0,013
Rural 31 58,5 22 41,5 1

Urbana 326 75,5 106 24,5 0,46 (0,24- 0,86)

Ja morou na area rural 0,445
N&o 297 75,0 99 25,0 1

Sim 67 70,5 28 29,5 0,80 (0,47 -1,35)

*Total de respondentes por variavel;
**Salario minimo vigente no ano de 2019: R$ 998,00

Valores destacados em negrito foram estatisticamente significativos (p<0,05).
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7 — CONCLUSOES GERAIS

Conclui-se que, na populacdo composta por pessoas vivendo com HIV-
1 atendidas em hospital de referéncia do sul do estado do Rio Grande do Sul,

Brasil, regido endémica para doenca de Chagas, que:

e A soroprevaléncia de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi foi de 0,2%,
mas apesar da baixa soroprevaléncia é fundamental o diagnéstico da
coinfeccdo por T. cruzi/HIV-1 diante da gravidade de uma possivel

reativacao da doencga de Chagas.

e A frequéncia baixa para o reconhecimento do vetor de Trypanosoma

cruzi € motivo de preocupacao.

e Destacando que é necessario uma maior atencdo por meio de
programas ou acgdes que visam informar a populagédo sobre a doenca
de Chagas e sobre seu vetor nas areas endémicas do sul do Rio Grande
do Sul.
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8 — APENDICES

8.1 APENDICE |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

O(A) senhor(a) esta sendo convidado(a) como voluntario a participar do
projeto de pesquisa intitulado “Avaliagado da associag&o entre soropositividade
para anticorpos anti-Toxocara spp. e contagem de linfécitos T CD4+ em
pacientes infectados por HIV no Hospital Universitario do Rio Grande, Rio
Grande do Sul, Brasil’, sob orientagdo do Prof. Dr. Carlos James Scaini,
conduzido pela doutoranda Priscila Wittemberg Azevedo em conjunto com o
SAE/HU.

A avaliacdo do sangue permitird saber se o(a) senhor(a) se infectou com
0 parasito da toxocariase humana, uma parasitose que apresenta sintomas
semelhantes aos de outras doencas. Além disso, com este estudo seré
possivel observar se vocé ja se infectou com o agente da leishmaniose
visceral. Com esses diagnosticos sera possivel trata-lo precocemente, se
necessario, com a medicacao adequada, evitando o risco de complicacdes.

A sua participacdo nesta pesquisa consiste em responder a um
guestionario, autorizar a analise do seu material (sangue, liquor) coletado
durante o seu exame de rotina e permitir acesso ao seu prontuario médico.

o O sigilo das informacfes e 0 seu anonimato serdo garantidos pelos
pesquisadores do estudo e o(a) senhor(a) ndo seréa identificado(a) em
nenhuma fase da pesquisa. Os dados deste estudo serdo utilizados
somente para pesquisa.

o O(A) senhor(a) terd a garantia de acesso aos resultados e podera
consultar os(as) pesquisador(as) para retirar davidas, em qualquer
etapa da pesquisa.

o O(A) senhor(a) podera se retirar do estudo a qualquer momento se
assim desejar, sem nenhum prejuizo ao seu acompanhamento médico.

o Em caso de desconforto ou constrangimento o senhor(a) sera
encaminhado para servi¢co especializado de psicologia deste hospital ou
da unidade de saude publica mais proxima da sua residéncia.

Eu, : RG
n° , declaro ter sido informado e concordo com a
participacdo, como voluntario, no projeto de pesquisa acima descrito.

Rio Grande, de de 201 .

Assinatura do Participante Assinatura do Entrevistador

Coordenador da Pesquisa: Prof. Dr. Carlos James Scaini.Laboratério de Parasitologia/Area
Interdisciplinar em Ciéncias Biomédicas-FAMED-FURG Rua General Oso6rio, S/N, area
académica do Hospital Universitario. 20 andar.Fone: (53) 3237.4631.



8.2 APENDICE Il

Questionario

01.Numero do Questionario 0INQ_
01a) Nome do -
entrevistado:
02. Data da entrevista: __ /[ 02DE _ /|
03. 03 ENT _
Entrevistador: AO4RUA _
04. Endereco do domicilio b0ANUM _
a)Rua: —_—
- c04COMP _
b)Numero: ¢) Complemento —_—
d04BAIR
d) Bairro: .
e)Municipio: e04MUN _
f) Tipo de zona: () rural ( )urbana _
f04ZON _

05. Qual seu telefone para
contato: 06SEX _
06.Sexo: (0) Feminino (1) Masculino 07IDA_ _ _
07. Qual sua idade?
08. Vocé ja morou (nos ultimos 5 anos) em zona rural? () Sim ( )N&do [08ZR _
09. Qual o tipo da sua residéncia? ( )casa ( )apartamento ( 09TCAS_ _
outro: 10MTR_
10. De qual material ¢ feita sua residéncia?
( )alvenaria ( )madeira ( )mista (
)outro: 11AGU _
11. Quanto ao abastecimento de 4gua na sua casa, é proveniente de
onde?

( ) Rede geral

( ) Poco ou nascente(na
propriedade)

( ) Outra:
12. Quantos anos vocé estudou? (anos completos) 12ANET _ |
13. Em que vocé trabalha? 13TRAB _
14. Quantas pessoas moram na sua casa? 14PEC _
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15. Qual a renda mensal total da sua familia? R$ 15RD
FATORES DE RISCO: ANIMAIS DE COMPANHIA
16. No ultimo ano vocé teve (ou ainda tem) gato em casa? (0)Nao 16TGAT _
(1)Sim
Caso a resposta da questdo 16 seja NAO, passe para a questio 24.
17. Qual a idade do gato? ( ) até 6 meses 171DG _ _
( ) acima de 6 meses
18. O gato tem/tinha acesso a rua? (O)N&o (1)Sim 18GTR _
(8)NSA
19. Qual o tipo de alimentacdo do gato? ( ) Racdo 19ALG _
( ) Comida caseira
( ) Carne crua sem
congelamento
() Caca
20. Qual o local que o gato defeca? ( ) Na caixa de areia 20.LFG _
( ) Narua
21. VVocé recolhe as fezes do gato? (O)Ndo (1)Sim (8)NSA R1RFG
22. Onde vocé coloca as fezes do gato? () Vaso sanitario 22L.CFG_ _
( ) Lixo
( ) Outro:
23. Seu animal de estimagé&o (gato) tem acesso a horta caseira?
(O)Nao (1)Sim (8)NSA23HORT _
24. No ultimo ano vocé teve (ou ainda tem) cachorro em casa? 24CC _
(0O)Nao (1)Sim
25.Qual a idade do cachorro? ( ) até 6 meses 251DC _
( ) acima de 6 meses
26. O(s) cachorro(cachorros) fica(m): ( )dentro de casa ( )no patio (  260ND_
)canil ( )rua
27. \VVocé usa produtos anti-pulgas (coleira, pipeta, talco, spray) no seu 27ANT _
cachorro?
(0O)Néao
(1)Sim (8)NSA
28. Algum cachorro tem acesso a horta caseira? 28CHORT _|
(O)Né@o (1)Sim
(8)NSA
FATORES DE RISCO: HABITOS
29.Voceé roe as unhas? (O)Né&o (1)Sim  29ROE _
(9)IGN
30.Vocé come verduras e legumes crus? 30VCRU _
(0O)Néo (1)Sim
(8)NSA
31.Vocé costuma manusear carne crua? (0O)N&o (1)Sim 31MCCRU

(8)NSA
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32.VVocé come carne crua ou mal passada? (O)Né@o (1)Sim 32CCC _
(8)NSA

33.Vocé come embutidos caseiros (salame, morcilha)? 33EMBUT

(0)Néo (1)Sim

(8)NSA

34.Vocé toma leite diretamente tirado da vaca? (O)Né@o (1)Sim 34LTV _
(8)NSA

35.Vocé toma &gua de pogo ou cacimba? (O)Nado (1)Sim35AGP
(8)NSA

36.VVocé come verduras cruas em restaurantes?
(O)N&o (1)Sim
(8)NSA (9)IGN

36VCR _

37.Vocé mexe na terra ou areia (areia de parques ou obras, jardinagem?)
(0)N&o (1)Sim
(8)NSA

37TER _

38.No ultimo més vocé usou por mais de 15 dias algum desses produtos?

38PROD _

(Fig 1) (0)N&@o (1)Sim (2)Nao sabe
39. Porque vocé usa esses produtos? 39PQ _
( ) como (imuno)estimulante ( ) quando apresenta
diarreia (' )por outro motivo
GERAL
40. Voce ja fez transfusdo sanguinea? (O)Ndo (1)Sim  |40TRAF _
(8)NSA
41. Voceé ja ouviu falar da verminose Toxocariase?  (0)N&o (1)Sim 41TOXC _
(9)IGN
Caso a resposta seja NAO, passe para a questio 44.
42.\/océ sabe como se adquire Toxocariase? 42CAQT _
0)Néo (1)Sim
(9)IGN A42MC_
42 a) Meios citados:
43. Vocé ja ouviu falar em Toxoplasmose (“doenca do gato™)? A3TXP _
(0O)Ndo (1)Sim
(9)IGN 44AQTX _
44. VVoceé sabe dizer como se adquire Toxoplasmose? A4AMCT _
(O)Né@o (1)Sim |
(9)IGN
44 a) Meios citados:
45DGTX _
45. Voce ja teve diagndstico de Toxoplasmose? (O)Nédo (1)Sim W46RCT _
(9)IGN A46RC _

46. Voceé sabe os riscos da Toxoplasmose para sua saude?

(O)Néo (1)Sim
(9)IGN
46 a) Riscos citados:

RECONHECIMENTO FATORES DE RISCO (Mostrar cartilha)

47. Voceé ja viu este tipo de inseto na sua casa? (Fig 2)( ) Sim ( )Nao (
9)IGN
47 a) O que vocé acha que é?

4TINS _
A4TACH _
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48. Alguma vez voceé ja viu vermes em suas fezes? (Fig 3) 48VER _
() Sim ( )Néo
(9)IGN
SINTOMAS (Mostrar cartilha)
49. Vocé tem dor na barriga? ()Sim( )Néo H49DORB _
(9)IGN A49QUAN
49 a)Quando? (8) NSA D__
(9)IGN
50. Vocé tem falta de ar? ()Sim( )Néao |BOFTA __
(9)IGN
51. Vocé tem asma? ()Sim( )Ndo [B1ASM _
(9)IGN
52. Vocé ja teve ou tem alergia na pele? ()Sim( )Nao [52AGP _
(9)IGN A52AGPQ
52 a) Quando? () NSA | _
(9)IGN
53. Vocé tem ou teve ataques epiléticos ou convulsdes? S3ATE_
()Sim( )Néao |AS3QDE_ |
(9)IGN
53 a)Quando? (8) NSA
(9)IGN
54. Vocé tem ou ja teve diminuicdo da visdo de um olho s6? () Sim ( 54DIV _
)N&o (9)IGN A54QDV_ _
54a) Quando? (8) NSA
(9)IGN
55. No ultimo més vocé sentiu sensacdo de formigamento nas pernas? [55FRM _
() Sim ( )N&o
(9)IGN
55 a) Essa sensacao é: ab5SEN
() sempre ( )rara () asvezes
55 b) Onde € a sensacao:
( )ambos membros ( )MMII D ( )MMIIE () b550SE _
NSA ( )IGN
56. Vocé acaba fazendo algum tipo de movimento sem querer? 56MOV _
() Sim ( )Néo
(9)IGN
57. Vocé tem dores musculares?
() Sim ( )Néo
(9)IGN 57DOR _
57 a) Com que frequéncia vocé tem dores musculares? 57 FDR _ _
( )sempre ( )rara ( )as vezes
58 b) Em qual lugar do corpo vocé tem essas dores? A57LDR _
( YMMSS ( )MMII ( )Costas ( ) Abdomen ( )Outro:
BS7ESP_
57 ¢) Especifique o local
; C57LAD _

57 d) Especifique o lado afetado: ( )Direito ( )Esquerdo (8)NSA
57 e) Na escala de dor, marque o quéo forte é sua dor: (Fig 4)
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0) (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) DS7EVA _

58. Vocé tem dificuldade para “medir”/”ter no¢ao de espago” quando  S8MED _

realiza movimentos?
() Sim ( )Né&o

(9)IGN

59. Vocé sente que esta com menos forca para realizar atividades e/ou  59FAT _

movimentos?
() Sim ( )Né&o

(9)IGN

60. Vocé tem dificuldades para engolir alimentos? 60ENG _
() Sim ( )Né&o

(9)IGN

61. Sente alguma sensacéo diferente do normal nos seus movimentos da 61FAC _

face?
( ) Sim ( )Néo

(9)IGN

62. Movimento anormal dos olhos? (nistagmo) — apenas observar 62NIST _
( ) Sim ( )Né&o

(9)IGN

63. Vocé tem dificuldade de coordenacdo motora? — apenas observar  |63DIFC _
( ) Sim ( )Né&o

(9)IGN

64. Vocé acha que tem perda de equilibrio? 64EQB _
() Sim ( )Né&o

(9)IGN ABGAATV _

Caso a resposta seja NAO, passe para a quest&o 65. _

64 a) Em quais atividades vocé sente

iSS0?

65.Vocé sente muita dor de cabega? 65DCAB _
( ) Sim ( )Néo

(9)IGN

Caso a resposta seja NAO, passe para a quest&o 66. AGS5PULS _

65 a) Sente sua cabeca pulsar?
( ) Sim ( )Néo

(9)IGN

66. Vocé alguma vez ja teve algum episodio desorientacao? 66DESR _
() Sim ( )Né&o

(9)IGN

67. Vocé acha que tem algum tipo de diminuicéo de forga de apenas um 67FLAD _

lado do corpo?
() Sim ( )Néo

(9)IGN

Caso a resposta seja NAO, passe para a quest&o 68. AG7QL_

67 a) Qual? ( )Direito ( )Esquerdo (

) NSA

68. VVocé tem dores nas costas? 68DCOST _

() Sim ( )Né&o

(9)IGN
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Se a resposta for NAO, encerre o questionario.
68 a) Qual regido das costas?
( )cervical ( )toracica ( )lombar
(9)IGN
68 b) Na escala de dor, marque o qudo forte é sua dor: (Fig 4)

(0) (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10)

68 ¢) Qual a frequéncia da sua dor nas costas?

( )sempre ( )rara ( )as vezes
68 d) Como € a sensacao dolorosa é: (deixar pessoa descrever)

( )ferroada/agulhada ( )queimacgdo ( )peso (

)paulada
68 €) Qual foi a ultima vez que vocé sentiu dores nas costas?
( )menosde 7 dias ( )7al5dias ( )15a30dias ( )mais de 30 dias
(8)NSA (9)IGN

ABBREG _

B6SEVA _

C68FAR _ |

D68SENS _

E68UDR _
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8.3 APENDICE Il

CARTILHA

Projeso: *Avaliiag 30 da associagao entre soropostvidade para anticorpes anti-Toxocors 2 SPP- €
contagem de Enfocitos TCD4 + em paco-ntes infectados por HIV no Hospital Uni? erstaro do
Ric Grande, Rio Grande do Sul, Brasil.

Figura 1 (quest3o 39). Uso de probidticos.

Figura 3 (quest3o 49). Algumavez vocé a3 observou vermes emsuas
fezes?

PR A R W h e n enn

Figura4 (Quest3o58e) Escaladedor
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