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RESUMO

A sensibilidade da técnica de hemocultura foi estudada em 150 mulheres infectadas pelo
Trypanosoma cruzi na fase cronica da doenca de Chagas, sendo 100 gestantes e 50 ndo gestantes
(grupo controle). Os testes soroldgicos foram positivos por dois ou trés testes soroldgicos de
principios diferentes em todas as mulheres.
Segundo o trimestre gestacional, 4 pacientes estavam no primeiro trimestre, 62 no segundo e¢ 34
no terceiro. As gestantes tinham idade média de 29,2 anos (de 17 a 44 anos) € no grupo controle
a média de idade foi de 34,1 anos (de 18 a 49 anos). Maior positividade foi observada no grupo
das gestantes, 59% (59/100) em relagdo com o grupo controle: 32% (16/50).
Foram realizados 7 tubos para cada hemocultura realizada perfazendo um total de 1.050 tubos
que foram examinados mensalmente, até no 150° dia, um total de 5.250 exames microscopicos
realizados. Foi analisado o perfil de parasitemia pelo nimero de tubos positivos: no grupo das
gravidas, a parasitemia foi baixa em 41 % dos tubos, média em 21%, e alta em 38%. No grupo
controle, a parasitemia foi baixa em 68%, média em 18% e em 14% alta.
Em relagdo a naturalidade a maioria (56) eram provenientes do estado da Bahia, com 58,9 % de
hemocultivos positivos, 36 mulheres de Goias (61,0% positivos) e 8 de outros estados (50% de
positividade).

Estes resultados demonstram que a técnica de hemocultura permitiu detectar diferengas
significativas (p< 0,001) quanto a parasitemia, em gestantes em relagdo ao grupo controle. Este
aumento devido a gestacdo poderia favorecer assim um maior risco de transmissdo congénita.

Outrossim, poderia ser uma indicacdo de tratamento especifico apos a gravidez.
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ABSTRACT

The sensitivity of the technique of hemoculture was studied in 150 women infected by
Trypanosoma cruzi in the chronic phase of Chagas disease, and 100 pregnant and 50 not pregnant
(control group). The serologic tests were positive for two or three serologic tests of different
principles in all women. According to the gestational trimester, 4 patients were in the first trimester
, 62 in the second and 34 in the third. The pregnant had average age of 29.2 years (from 17 to 44
years) and the control group the mean age was 34.1 years (from 18 to 49 years). More positivity
was observed in the group of pregnant, 59% (59/100) in relaction with the control group: 32%
(16/50). Been made 7 tubes for each hemoculture held for a total of 1,050 tubes that were
examined monthly, until the 150th day, a total of 5,250 tests conducted microscopic. It examined
the profile of parasitemia by the number of tubes positive, In the pregnant group, the parasitemia
was low in 41% of the tubes, average at 21%, and high in 38%. In the control group, the
parasitemia was low at 68%, average at 18% and 14% high.For naturalness most (56) were from
the state of Bahia, with 58.9% of hemocultives positive, 36 women of Goias (61.0% positive) and
8 of other states (50% positive). These results show that the technique of hemoculture identified
significant differences (p <0.001) in parasitemia in pregnant in relation to the control group. This
increase due to pregnancy could well encourage an increased risk of congenital transmission. Also,

it could be an indication of specific treatment after pregnancy.
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1-REVISAO BIBLIOGRAFICA:

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, e descoberta por
Carlos Chagas, em 1909, é endémica na América Latina (Schmunis 1991). O T. cruzi bem como
seus transmissores, reservatorios e a doenga causada por este protozoario foram descobertos ha
80 anos, em Lassance (MG) por Carlos Chagas (Chagas 1909) evento impar nas descobertas
cientificas.

A doenga de Chagas ainda representa um dos principais problemas de saude nas

Américas do Sul e Central (Brener 1973) onde ¢ a doenga mais importante transmitida por
insetos vetores, depois da malaria (Schofield 1985). A prevaléncia da infec¢do humana ¢
estimada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 12 a 15 milhdes de pessoas infectadas,
e um grande contingente populacional ainda vive sob o risco de adquiri-la (WHO 2002). No
Brasil, estima-se a existéncia de 2,0 a 2,5 milhdes de individuos infectados, encontrados em
quase todos os estados brasileiros, porém com grande predominio nas regides Nordeste, Centro-
Oeste ¢ Sudeste, nesta, devido ao grande fluxo migratdrio rural para grandes centros urbanos
(Feitosa et al. 1991, Vinhaes & Dias 2000).

Lima & Silveira (1985) demonstraram que 4,4 % da populagdo rural apresenta anticorpos
anti-7. cruzi .

Nas ultimas décadas acentuou-se a urbanizag¢do de individuos infectados, aumentando de
inicio os riscos de transmissdo por meio de transfusdes de sangue, o que obrigou rigorosa sele¢io
de doadores nas regides endémicas. (Dias & Macedo 2005), conseqiientemente houve uma
progressiva queda da taxa de prevaléncia geral da infeccdo entre candidatos a doagdo no Pais, hoje,

os riscos de transmissdo da doenga de Chagas transfusional no Brasil sdo minimos, tendo sido
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estimados entre trés e vinte ocorréncias no contexto de mais de 4 milhdes de transfusdes anuais
(Dias 2006).

E importante ressaltar que, além dos maleficios individuais, a doenga de Chagas apresenta-
se como uma importante doenca de contexto social, uma vez que esta constitui uma enfermidade
cronica debilitante e incapacitante. Na América Latina, a doenga de Chagas produziu o maior dnus
de enfermidade entre as denominadas doengas tropicais. O dnus que produz a doenca de Chagas ¢
0 quarto em importancia entre as enfermidades infecciosas prevalentes na regido, somente as
infecgOes respiratorias agudas, as doengas diarréicas e a AIDS apresentam maior impacto

(Schmunis 2000).

1.1-CICLO EVOLUTIVO:

A doenga de Chagas ou tripanossomiase americana ¢ uma infec¢do generalizada, causada
por um protozoario hemoflagelado, o Trypanosoma cruzi (T. cruzi), transmitida naturalmente ao
homem e a outros animais por intermédio de hemipteros hematdfagos - barbeiros( Dias 1992).
Nos vertebrados, o 7. cruzi circula no sangue e multiplica-se nos tecidos. Nos barbeiros, as
formas infectantes multiplicam-se no tubo digestivo, sendo eliminadas com suas fezes e urina. A
transmissao da infec¢ao ocorre, principalmente, pela deposicao de fezes do vetor sobre os tecidos
cutaneos e mucosas do homem (Coura 2003).

A infecgdo chagasica primitiva estava inicialmente restrita ao ambiente silvestre entre os
seus reservatorios e vetores. A ocupagdo dos espagos pelo homem e a acdo antrdpica com 0s
desmatamentos e afastamento dos animais silvestres - fonte alimentar dos triatomineos, aliados a

sua domiciliagdo, foram gradativamente transformando o ciclo silvestre em peridoméstico e
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doméstico. Hé indicios de que no Brasil, na época da mineragdo, quando os desmatamentos eram
restritos, a infec¢do chagésica estava limitada a transmissdo acidental ou em cavernas onde o
homem podia conviver com alguns triatomineos (Coura et al. 2000).

O parasito apresenta as formas evolutivas epimastigotas e tripomastigotas no inseto vetor
e, amastigota intracelular e tripomastigota sangiiineo, no hospedeiro vertebrado (Hoare &
Wallace 1966). As diferentes formas do 7. cruzi sdo identificadas ao microscopio 6tico, pela
posicdo relativa do cinetoplasto em relacdo ao nucleo celular, sendo este na por¢ao posterior ao
nucleo nos tripomastigotas, e medial nos epimastigotas. As amastigotas sdo formas arredondadas
mostrando, por microscopia eletronica, um curto flagelo intracelular. O 7. cruzi representa uma
populagdo constituida por uma variedade de cepas que circulam no homem, vetores e
reservatorios silvestres (Brener 1985). O ciclo evolutivo do 7. cruzi no hospedeiro vertebrado
representa a integracdo de fendmenos bioldgicos que resultam da fase circulante do parasito, de
seu ciclo intracelular, da resposta imune do hospedeiro, das peculiaridades da populagdo
infectante, ¢ de uma multiplicidade de fatores ambientais que podem influenciar no curso da
infeccao (Brener 1979).

A interacdo parasito-hospedeiro ¢ bastante dinamica, envolvendo multiplos fatores que
atuam na patogénese da doenca de Chagas, alguns inerentes ao parasito, tais como polimorfismo
das formas sangiiineas, tropismo tecidual, constituintes antigénicos, carga parasitaria além
daqueles relacionados ao hospedeiro, como constituicdo genética, estado nutricional, idade e
sexo (Brener 1997). Tanto no homem como nos animais, a penetracdo tecidual do parasito ¢
seguida de um periodo pré-patente, que reflete o baixo parasitismo inicial, onde, nas células dos
hospedeiros vertebrados, as formas amastigotas se multiplicam exponencialmente, formando

assim o foco primario da infec¢do, e se diferenciam em seguida em tripomastigotas que, apos o
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rompimento da célula sdo liberadas no sangue periférico (Figura 1). Esse parasitismo tende ao
declinio, frente a eficiente resposta imune do hospedeiro, tornando-se sub-patente quando se
inicia a fase cronica. Nos tecidos dos hospedeiros vertebrados, o 7. cruzi pode induzir, em
qualquer tecido ou orgdo, trés processos patologicos fundamentais: a resposta inflamatoria,
lesdes celulares e fibrose, os quais podem ser seqiienciais ou o que ¢ mais habitual, serem
simultaneos ou inter-relacionados (Lopes & Chapadeiro 1997).

E certo que a transmissio natural da doenca de Chagas no pais foi grandemente reduzida
e que ha tecnologia bastante para sustentar os niveis de controle alcancados. Em particular, o
Brasil e outros paises do Cone Sul (Uruguai e Chile) estdio comemorando a eliminagdo do
Triatoma infestans em vastas regides, o que representou significativa reducdo nos indices de
incidéncia e de impacto da doenga humana. Alias, a reducdo da transmissdo vetorial sempre
resulta também na diminui¢do em médio prazo de doadores de sangue e de gestantes infectados,
0 que reduz os riscos de transmissdo transfusional e congénita (Dias & Coura 1997, Dias &
Schofield 1998).

Os principais desafios da doenca de Chagas no Brasil a serem enfrentados, nos préximos
anos, sdo: os riscos de reemergéncia da transmissdo pelo Triatoma infestans; a adaptacio
(Borges 1999) de outras espécies de triatomineos, secunddarios, ao domicilio; a desativacdao dos
programas de controle e de vigilancia vetorial em muitos municipios; a necessidade de atencao
médica e social a grande massa de chagéasicos cronicos necessitando de tratamento; o estudo e a
preven¢do de mecanismos alternativos de transmissdo, como por via oral; e o controle do
ufanismo de pesquisadores, sanitaristas e executivos de agéncias nacionais e internacionais que
consideram a doenga de Chagas com os dias contados, o que ndo ¢ verdade e possibilita redugao

ainda maior nos recursos e prioridades destinados ao controle da doenca (Dias 2002).
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Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: WHO 2005.
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1.2-MECANISMOS DE TRANSMISSAO:

Atualmente, na dindmica da transmissao da doenga de Chagas, embora ainda predomine a
via vetorial na maioria do continente, tem aumentado a importincia relativa de formas
secundarias e alternativas de transmissdo como a transfusional, a congénita, por transplantes de
orgdos e por acidentes laboratoriais (Dias 2000).

Como decorréncia de tal situagdo as conhecidas formas de infecg¢do rotuladas como
alternativas passaram a merecer maior atencdo, porquanto os atingidos pela protozoose
continuam podendo causar novos comprometimentos, capazes entdo de prejudicar o pleno éxito
de medidas preventivas adotadas até agora (Rassi et al. 2004).

Tém sido descritos outros mecanismos menos importantes epidemiologicamente (Dias
1979) de transmissao do 7. cruzi, como através de transplante de rim (Dias 1987), da ingestao de
leite materno (Medina-Lopes 1988), pela via oral que embora nem sempre bem caracterizado,
via de regra o fato comum se prende a estada de individuos suscetiveis em espacos geograficos
definidos e em momento restrito, implicando-se como veiculo de transmissdo diferentes tipos de
alimento, como comida caseira, suco de cana ou acai, sopas e caldos, carne de caga semicrua,
leite etc, quase sempre se registrando a presenca de vetores e/ou reservatdrios infectados nas

imediagdes do evento ou na area de producao ou manuseio do alimento (Dias 2006).

1.3-A DOENCA:

A doenga de Chagas ¢ caracterizada por duas fases distintas: a fase aguda com
intensidade e duracdo varidveis, ocorrendo uma intensa multiplicacdo parasitaria que origina
manifestagdes clinicas como febre, mal estar, astenia, presenca de sinais de porta de entrada

(sinal de Romana e Chagoma de inoculagdo), edema, esplenomegalia e hepatomegalia, porém a
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grande maioria dos individuos ndo apresenta nenhuma sintomatologia. Na passagem para a fase
cronica estdo envolvidos importantes fendmenos de imunomodulacdo, como declinio acentuado
da parasitemia e reducdo progressiva dos fendmenos inflamatérios. Em geral, a fase cronica
inicia-se com a forma indeterminada, também denominada latente, sub-clinica, apresentando
eletrocardiograma, raios-X do coragdo, colon e esofago normais. Aproximadamente 20-25% dos
individuos infectados evoluem para cardiopatia chagésica cronica, apresentando progressivo
dano cardiaco resultante da destrui¢ao maciga de cardiomiécitos e do sistema condutor e, 5-10%
sdo acometidos de sindromes digestivas, destacando-se a esofagopatia e a colopatia (Cunha-Neto
et al. 1995). Virios trabalhos tém apontado para a existéncia de fatores supressivos da resposta
do hospedeiro na infec¢do cronica suspeita-se da existéncia de células supressoras e demonstra-
se, in vitro, que os linfocitos apresentam inibi¢do na producdo de IL-2 (Arribada et al. 1986,
Luquetti 1987).

Desde a década de 1960 diversas publicagdes tém demonstrado que o 7. cruzi pode
comportar-se como um patdégeno oportunista em pacientes portadores de diversas condig¢des
imunossupressoras, tais como neoplasias hematoldgicas, transplante de 6rgdo sélido (rins,
coracdo, figado) e mais recentemente na Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida-AIDS
(Ferreira 2001).

Estudos, tanto in vitro quanto no homem, t€ém demonstrado que a infec¢ao aguda pelo T.
cruzi causa severa imunodepressao no hospedeiro. Também foi demonstrado que na fase aguda,
o T. cruzi tem a capacidade de induzir diminuicdo na expressdo das moléculas de superficie

CD3+, CD4+ e CD8+, bem como de receptores de IL-2 (Higuchi 1995).
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Se a imunodepressdo também estd presente na fase cronica da doenga de Chagas, ¢
assunto controvertido. Estudos experimentais tém mostrado deficiéncia da fungdo helper na fase
cronica da doenga de Chagas (Higuchi 1995).

A gestante, com infeccdo aguda ou cronica pode transmitir a infec¢do ao feto em
qualquer periodo da gestagdo, inclusive no primeiro trimestre, quando o trofoblasto ¢ mais
espesso (Freilij & Altcheh 1995) e, até no canal do parto, pelo contato das mucosas do feto com
o sangue da mae infectada.

O grau de parasitemia e as caracteristicas da cepa nas maes infectadas, fatores
placentérios, obstétricos e da imunidade e nutricdo maternas podem estar relacionados com esta
transmissdo, mas esses fatores ainda sdo pouco conhecidos (Torrico et al.2004, Hermann et
al.2004, Streiger et al.1995, Moretti et al. 2005).

A transmissdo congénita do tripanosoma parece depender de fatores como reinfeccoes
freqlientes e/ou infeccdo com cepas mais virulentas (Hermann et al. 2004), e a alta parasitemia
materna esta relacionada, em geral, com maior transmissdo. Mas, embora sejam raros os relatos
de gestantes com infeccdo chagasica aguda, Moretti et al. (2005) relatam o achado de maes com
infeccdo aguda, parasitemia elevada, e filhos ndo infectados. Com o controle da transmissao
vetorial em paises endémicos como a Bolivia, certamente haverd menor indice de reinfec¢des nas
gestantes e conseqiientemente, uma provavel reducdo da morbidade e mortalidade da infec¢ao
congénita (Torrico et al. 2004).

O concepto pode adquirir a infecgdo da mae, via transplacentaria, geralmente apos o 6°
més de gestacdo, entre 22 e 37 semanas o que parece depender de fatores ligados ao parasito e ao
hospedeiro (Garcia 2001, Freilij & Altcheh 1995). A fase e as formas clinicas da infec¢ao

materna ndo parecem afetar a transmissdo, embora a fase aguda, quando a parasitemia ¢ alta e
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persistente, apresente maior risco que a cronica. A infec¢do congénita pode ocorrer em 71% dos
recém-nascidos de maes com infec¢do aguda durante a gravidez e em 1,6% na fase cronica de
doenca (Freilij & Altcheh 1995, Torrico et al. 2004).

Formas menos freqiientes de transmissdo materna da doenca de Chagas podem ocorrer
pela contaminacdo oral através do liquido amnidtico, e a transmissdo hematogénica, durante o
trabalho de parto. H4 também a possibilidade da transmissdo pelo leite materno em mulheres que
cursam a fase aguda da infeccdo ou quando ocorre sangramento dos mamilos (Sarastia 1993,
Mazza et al. 1936).

Como conseqiiéncia da infeccdo materna, pode ocorrer desde abortamento e feto
macerado, prematuridade, natimortalidade, retardo do crescimento intra-uterino, deformacdes,
até neonatos vivos com ou sem sintomatologia de doenca de Chagas aguda. Dentre a
sintomatologia apresentada pelo recém nato sdo importantes a hepatoesplenomegalia, distirbios
neurolégicos, meningoencefalites, tremores, convulsdes, zonas de necrose com seqiielas, edemas
generalizados, ictericia, hemorragias cutineas, cianose, hidrocele, pneumonite, alteracdes
bilaterais de fundo de olho, corioretinite e opacificacdo do corpo vitreo, chagomas metastaticos,
calcificagdes cerebrais e alteracdes gastrointestinais,com intensa destruicdo neural,originando
manifestagdes digestivas como megacolon e megaesdfago na fase aguda (Bittencourt 1968,
Pehrson et al. 1982, Almeida & Barbosa 1986).

Devido as possibilidades de que essa transmissdo congénita da doenca de Chagas possa
ocorrer em 1% a 4% das mulheres com reacdo soroldgica positiva para Chagas, de que as
criangas infectadas possam desenvolver sintomas ao nascimento ou durante as primeiras semanas
de vida, e de que a doenga nem sempre ¢ detectada no momento do nascimento por exames

clinicos, parasitolégicos e soroldgicos, ha necessidade de novas metodologias de diagndstico e
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de um seguimento do recém-nato, pelo menos, durante o primeiro més de vida, principalmente
quando existem dados de risco como baixo peso e hepatoesplenomegalia ao nascimento (Azogue

& Darras 1991, Arvin & Maldonado 1995).

1.4-DIAGNOSTICO LABORATORIAL:

O diagnéstico etiologico da infecgdo pelo 7. cruzi deve ser realizado por meio da procura
do parasito ou de anticorpos dirigidos contra antigenos desses parasitos, dentro de contexto
epidemioldgico e clinico (Luquetti 2000).

A infec¢do pode-se encontrar na fase aguda ou cronica, e os exames solicitados vao
depender da suspeita clinica quanto a fase da infec¢do, ou seja, testes parasitologicos para o
correto diagndstico etioldgico da fase aguda e testes sorologicos quando a suspeita ¢ de fase

cronica (Luquetti 2000).

1.4.1 DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO:

Na fase aguda, devido a parasitemia patente, o encontro de tripomastigotas do 7. cruzi
pode ser feito por métodos diretos, ao microscopio 6tico. Em geral, nesta fase, e durante muitos
anos na maioria dos pacientes, hd auséncia de manifestacdes clinicas. Portanto, quando ha
suspeita clinica esta deve ser considerada num contexto epidemioldgico e ser confirmada pela
demonstragcdo de anticorpos contra o 7. cruzi e/ou pela presenca de parasitos circulantes (Luz
1994). Neste periodo, a procura do parasito a fresco, entre lamina e laminula, torna o teste mais
facil, econdmico e eficaz. As vezes, a parasitemia menor exige técnicas diretas de concentragio
como a de Strout ou microhematocrito, utilizado em lactentes. Em raras circunstancias, quando

existe suspeita clinica de fase aguda, sem se encontrar o parasito pelas técnicas citadas, pode-se
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solicitar a pesquisa de anticorpos da classe IgM anti- 7. cruzi que, embora seja positiva em mais
de 90% dos soros de pacientes que adquiriram a infec¢gdo por mecanismo transfusional ou
vetorial, pode apresentar reagdes falso-positivas quando existe fator reumatédide (Luquetti 2000).

Os métodos parasitologicos indiretos, hemocultura e xenodiagnéstico, utilizados na
pesquisa do 7. cruzi na fase cronica sdo em geral de baixa sensibilidade e a parasitemia ¢
habitualmente baixa, motivo pelo qual a pesquisa do parasito ndo ¢ utilizada rotineiramente
(Castro et al. 2002, Luquetti 2000).

A utilizagdo da hemocultura como método de diagnostico parasitologico da doenca de
Chagas durante a fase cronica tem sido limitada pelos baixos indices de positividade obtidos. No
entanto, permanece a necessidade de padroniza¢do de métodos que permitam detectar o 7. cruzi
em pacientes na fase cronica. A andlise dos resultados obtidos por Chiari & Brener (1966),
quando utilizaram o meio LIT em hemoculturas seriadas poderia aumentar a sensibilidade do
método, permitindo o seu emprego na selecdo de pacientes parasitologicamente comprovados
que se destinam a ensaios clinicos e na avaliacdo terapéutica da acdo de novos compostos
(Mourdo & Chiari 1975).

Embora o 7. cruzi possa ser facilmente cultivado em meio axénico, contendo derivados
de hemina, como o LIT (Camargo 1964), a positividade da hemocultura ndo apresenta resultados
satisfatorios. Resultados de estudos em varios grupos de pacientes com doenca de Chagas
demonstraram 55,08% de positividade na hemocultura e 27,5% no xenodiagnostico. A idade do
paciente, a dura¢do da infec¢do cronica, o volume de sangue utilizado, a remog¢do ou ndo do
plasma e o meio de cultura utilizado podem afetar a positividade das hemoculturas (Chiari et al.
1989). Por outro lado, a hemocultura vem sendo utilizada como um importante procedimento

para o isolamento de cepas para estudos bioquimicos do 7. cruzi.
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Outros métodos parasitologicos como a inoculagdo em animais, camundongos ou cobaias
e a cultura de células in vitro, sdo pouco recomendaveis para fins de diagnostico (Ferreira 2001).
As técnicas de biologia molecular que detectam DNA e/ou RNA de agentes infecciosos, dentre
eles o 7. cruzi, visando ao diagndstico, surgiram bastante promissoras, principalmente com a
descri¢ao da PCR (Luz 1994).

As técnicas basecadas na hibridizagdo do DNA com sondas moleculares marcadas com
substancias radioativas, biotina ou substratos quimioluminescente (Ashall et al. 1988, Solari et
al. 1991, Almeida et al. 1994) ou na amplificagdo de seqiiéncias especificas do DNA ou RNA
(acido ribonucléico), obtidas pela PCR tem sido utilizadas (Saiki et al.1985, Mullins & Faloona

1987).

1.4.2 DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO:

Os ensaios sorologicos sdo bastante sensiveis, entretanto seu desempenho pode variar em
funcdo dos reagentes, procedimentos técnicos e diferentes critérios de avaliagdo dos resultados
(Camargo et al. 1986). Resultados falsos negativos podem ocorrer, devido a variacdo nos titulos
de anticorpos na fase cronica com resultados transitoriamente negativos (Rassi et al. 1969) e nos
casos de individuos sorologicamente negativos, porém parasitologicamente positivos (Luquetti
1987, Pless et al. 1992, Breniére et al. 1984, Breniére et al. 1989). Além disso, resultados falsos
positivos ocorrem devido a reatividade antigénica cruzada em Leishmania sp (Araujo 1986,
Chiler et al. 1990), T. rangeli (Basso et al. 1991, Saldana et al. 1995, Saldafia & Souza 1996) ou
a presenca de auto-anticorpos capazes de reagir com lipideos, carboidratos e epitopos
polipeptidicos comuns ao parasito e aos hospedeiros (Laguens et al. 1991, Levin et al. 1991,

Petry & Van Voorhis 1991, Velasquez et al. 1993).
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Os trés testes mais empregados sdo a HAIL a imunofluorescéncia indireta (IFI) e o teste
imunoenzimatico (ELISA por Enzyme Linked Immunosorbent Assay) em face da existéncia de
conjuntos diagnosticos no mercado de diferentes procedéncias. Estes trés tipos de testes tém sido
empregados no diagnostico soroldgico da infec¢do pelo 7. cruzi nos ultimos 25 anos, em
diferentes paises, com excelentes resultados, sendo por isso conhecidos como testes
convencionais, Outros testes soroldgicos, ndo convencionais, alguns ja comercializados, podem
também ser empregados, desde que acompanhados de um dos trés convencionais. Dentre os
novos testes, encontram-se alguns que utilizam antigenos purificados ou recombinantes ou
peptideos sintéticos. Outros empregam novas tecnologias, como a quimioluminescéncia, a
precipitacdo em gel, o emprego de fitas de nitrocelulose contendo antigenos, e o Fluorescence
Activated Cell Sorter (FACScan). As vantagens destes novos testes incluem maior rapidez nos
resultados e especificidade aumentada, porém a maioria apresenta, em maior ou menor grau,
sensibilidade menor, além de aumento dos custos (Luquetti 2000).

As formas tripomastigotas do 7. cruzi em cultivo de tecido liberam, espontaneamente, no
meio de cultura, antigenos (polipeptidios) de diferentes pesos moleculares (Ouaissi et al. 1990)
que também tém sido empregados com sucesso no diagnostico da infeccdo chagésica, assim
como no acompanhamento de paciente pds-tratamento etiologico (Jazin et al. 1991, Krautz et al.
1994). Jazin et al. (1991) relataram a mudan¢a de reconhecimento de antigenos na fase aguda
(SAPA-Shed acute phase antigen e AG de 45-55 KDa) para a fase cronica (160-170 KDa) em
soros de pacientes infectados com populagdes de T. cruzi resistentes a terapéutica especifica apos

um ano de acompanhamento.
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2-JUSTIFICATIVA

Desde a descricdo da doenga de Chagas congénita, por Carlos Chagas em 1911, inimeros
autores tém demonstrado a importdncia da forma de transmissdo congénita, ndo so
experimentalmente, mas principalmente no homem, sendo o primeiro caso humano descrito em
1949, na Venezuela (Nattan-Larrier 1921, Dao 1949).

A freqiiéncia da transmissdo vertical varia de acordo com a regido e a metodologia de
estudo de 1,6 a 18,5% (Bittencourt 2000). Trata-se de mecanismo de perpetuagdo dessa
enfermidade parasitaria que vem crescendo de importancia nas ultimas décadas em regides
endémicas e urbanas, onde estdo concentrados muitos migrantes acometidos pelo 7. cruzi. Os
fatores possibilitadores da transmissdao materno-fetal do 7. cruzi ndo estdo bem esclarecidos: a
cepa e a presenga de parasitas circulantes no sangue podem estar envolvidas. O diagnostico ¢é
muitas vezes confirmado pela presenca do protozoario no sangue do recém-nascido, analisado
pelo exame direto ou pelo xenodiagnostico. Os anticorpos da classe IgM anti-7. cruzi sdo
detectaveis por imunofluorescéncia indireta e ELISA, cumprindo assinalar que, as vezes, sdo de
aparecimento tardio (decorridos varios meses apds o nascimento), exigindo pesquisas multiplas
para sua detec¢do, ao contrario do observado em casos agudos ndo-congénitos (Bittencourt
1984). A persisténcia de anticorpos especificos da classe IgG por um periodo maior que 6 meses
indica infec¢do congénita (Bittencourt 2000).

A forma definitiva de caracterizar a infeccdo ativa pelo 7. cruzi em pacientes chagasicos
¢ a demonstracdo de tripomastigotas sangiiineos circulantes através dos testes parasitologicos.
No entanto, na fase cronica da doenga de Chagas estes métodos parasitologicos sao de baixa

sensibilidade. Por exemplo, os testes de hemocultura e o de xenodiagnostico sdo capazes de
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detectar o parasito em média em 50% dos casos ndo tratados quando feitos uma sé vez (Chiari
1992).

A repeticdo seriada da hemocultura aumenta sua positividade. A presenca intermitente e
inconstante de parasitos circulantes permite compreender a presenga de protozodrios no sangue
sugado por um triatomineo apenas, entre os 40 aplicados, assim como em um tubo dos seis/sete
utilizados no hemocultivo, que por vezes nao se encontra nos 10 ml obtidos para o PCR. Todas
essas técnicas implicam na reprodugdo dos escassos parasitos obtidos, apds prazos de 30 a 180
dias conforme a técnica empregada, ou, no caso da PCR, na amplificagdo de fragmentos do DNA
em contato com iniciadores apropriados. Nenhuma destas técnicas se encontra ainda disponivel
no mercado, sendo todas de custo elevado, seja pelo tempo despendido na sua realizacdo, seja
pelos reagentes empregados (Castro et al. 2002, Luquetti & Rassi 2000).

O estado de incompeténcia imunoldgica temporaria que a mulher apresenta durante a
gestacdo por “aceitar”, o feto seria o responsavel pela melhoria de muitos quadros de
hipersensibilidade que ocorrem na gestacdo. Estas alteragdes geralmente surgem na segunda
metade da gravidez. Por outro lado, o feto poderia produzir um estimulo imunoldgico e
determinar uma piora destes mesmos sintomas. Portanto, estariam explicadas as manifestacdes
de piora a alguns sensibilizadores, enquanto que outras acusam melhora (Black et al. 2002,
Schatz et al. 1993). Estas altera¢cdes imunologicas que normalmente ocorrem na gravidez podem
ser agravadas pelos varios graus de anemia e pelo estado nutricional da gestante. Alguns autores
tém proposto que a imunodepressdo associada a anemia, deficiéncia de ferro ou a desnutricdo
severa, predispde as pacientes gravidas a infecgdes (Vaz et al. 1990).

O grau de parasitemia e as caracteristicas da cepa do 7. cruzi nas maes infectadas, fatores

placentérios, obstétricos e da imunidade e nutricdo maternas podem estar relacionados com esta
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transmissdo (Freilij et al.1994, Amato-Neto et al. 1977, Freilij 1992, Sarastia 1993), mas esses
fatores ainda sdo pouco conhecidos. A alta parasitemia materna esta relacionada, em geral, com

maior transmissao.
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3-OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

Avaliagao do perfil de parasitemia num grupo de 150 mulheres infectadas pelo T.cruzi,

sendo 100 gravidas e 50, nao gravidas, pela técnica da hemocultura.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Correlacionar a epidemiologia das pacientes chagasicas com idade, idade gestacional versus

parasitemia.

» Comparar o parasitismo sangiiineo das pacientes chagasicas gravidas com as ndo gravidas.
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4-MATERIAL E METODOS

4.1 - SELECAO DOS PACIENTES:

A populagdo estudada foi constituida de 150 mulheres infectadas pelo 7. cruzi, sendo 100
gravidas e 50 nao gravidas (grupo controle), atendidas e acompanhadas no Ambulatorio e
Laboratorio de Chagas do Hospital das Clinicas da UFG, Goiania, GO, no periodo de 06/2006 a
07/2007. As gestantes infectadas foram selecionadas por estarem em periodo gestacional e as
mulheres do grupo controle, tinham exames prévios positivos para diagndstico da doenca de
Chagas. As mulheres envolvidas neste projeto foram esclarecidas quanto aos objetivos do
mesmo, ¢ dele participaram somente aquelas que concordaram e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), em anexo. Este projeto de pesquisa foi submetido e
aprovado no Comité de Etica do Hospital das Clinicas da UFG, CEPMHA/HC/UFG N° 056/06
Goiania, GO.

Toda parte experimental deste projeto foi realizada com o conhecimento dos resultados

da sorologia convencional.

4.2 DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO:

Todas as amostras dos soros coletados foram submetidas aos testes soroldgicos
convencionais: Imunofluorescéncia Indireta - IFI (Camargo 1966), Hemaglutinagdo Indireta-HAI
(Camargo et al. 1973) e ensaio Imunoenzimdtico - Enzyme Linked Immunosorbent Assay —

ELISA (Voller et al. 1975).
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4.2.1 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA - IFI:

Consistiu na incubacdo durante 30 min a 37°C do soro diluido com antigeno de
epimastigotas do 7. cruzi fixados em laminas de microscopia convenientemente demarcada.
Apoés lavagens sucessivas, procedeu-se a incubacdo com conjugado (FITC-Biomeriéux®,
Fran¢a) nas mesmas condi¢des anteriormente descritas, seguidas de novas lavagens em
recipientes proprios com PBS. As laminas secaram a temperatura ambiente e foram montadas
com laminulas e glicerina tamponada. As leituras foram realizadas em microscopio de
fluorescéncia, cuja luz ultravioleta ativa o isotiocianato de fluoresceina presente apenas nos
parasitos que apresentaram anticorpos ligados a sua superficie. Os soros foram testados numa
diluigdo inicial de 1:10 e considerados positivos aqueles que apresentaram fluorescéncia superior

a 1:40.

4.2.2 TESTE IMUNOENZIMATICO - ELISA

As formas epimastigotas do 7. cruzi (antigeno bruto), foram adsorvidas em microplacas
de microtitulacao, onde foram adicionados 0,1ml dos soros em dilui¢ao tinica de 1:100. Apos a
incubagdo de 2h e lavagem adicionou-se o conjugado previamente testado e titulado, composto
por anticorpos anti-IgG humana conjugada a enzima peroxidase (Sigma Chemical® Co, USA).
ApoOs 2h de incubagdao a 37°C e novamente lavadas, adicionou-se o substrato (H.O,) e o
cromogeno (orto-fenileno-diamina), substancia incolor que adquire coloragdo sob acdo do
substrato. Essa reagdo foi interrompida em até 30 min com adi¢do de &cido sulfurico. A seguir,
procedeu-se a leitura da intensidade da cor obtida em cada pogo da microplaca com auxilio de
espectrofotometro (Tecam-Espectra Classic®, USA) que, indicou a reatividade de cada cavidade

em densidade optica (DO) e foram consideradas positivas todas as amostras que possuiram DO
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maior que o ponto de corte. O valor do ponto de corte (Cut-off) foi determinado por placa. Este
valor foi calculado a partir da média de controles negativos e positivos de baixa reatividade. O

indice de referéncia foi calculado pela divisdo da DO pelo cut-off.

4.2.3 HEMAGLUTINACAO INDIRETA - HAI

Consistiu basicamente na dilui¢do progressiva dos soros em microplacas de poliestireno
de 96 pocos de fundo em “V” com capacidade de 0,25ml por pogo, inicialmente de 1:32 seguida
de diluicdo seriada por 4 pogos da placa. A seguir, adicionou-se o antigeno, constituido pelas
hemacias de carneiro sensibilizadas (Kit-Wiener®”). Apds uma hora em repouso a temperatura
ambiente realizou-se a leitura da imagem obtida em cada pogo, quando foram visualizadas as
imagens puntiformes sedimentadas no fundo do pogo, as rea¢des foram consideradas negativas, e
positivas, quando uma “rede” ou “tapete” de hemacias cobriram todo ou parcialmente o fundo da

placa observada.

4.3 DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO:

Trinta mililitros de sangue de cada paciente foram colhidos para realizacdo da
hemocultura em meio LIT, idealizado por Yaeger e descrito por Fernandes & Castellani (1964) e
Camargo (1964). O protocolo utilizado foi o de Chiari et al. (1989) com algumas modificagdes
sugeridas por Luz et al (1994). O sangue venoso foi coletado utilizando tubos vacutainer
contendo heparina sddica e processado no maximo em 4 horas. O sangue foi centrifugado a
1.000 g durante 10 min a 4°C em centrifuga (Janetzki-K24) e o plasma removido e centrifugado
a parte, ao seu sedimento adicionou-se 3 ml de LIT. Ao sedimento de hemadcias acrescentou-se

igual volume do plasma removido de meio de cultura LIT Liver Infusion Tryptose (Camargo,
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1964) centrifugado a 1.000 g durante 10 min a 4°C. A seguir, desprezou-se o sobrenadante € o
sedimento de hemécias foi ressuspendido em meio LIT. Apos homogeneizacao, aliquotas de 2-
3ml foram distribuidas em seis tubos plasticos de 15ml (Falcon®, USA) contendo 3 ml de meio
LIT.

Os tubos foram mantidos em estufa BOD (General Eletric-FANEN-LTDA) a 28°C e
homogeneizados duas vezes por semana para aeracdo. Aliquotas de 0,01 ml da suspensdo de
cada tubo foram examinadas entre ldmina e laminula ao microscopio com aumento de 400x aos
30, 60, 90, 120 e 150 dias apds o exame. A partir das hemoculturas positivas foram realizados
repiques em meio LIT e criopreservacdo em N, liquido a —196°C e estes estoques serao

utilizados posteriormente para estudos biologicos e moleculares.

4.4-ANALISES ESTATISTICAS:

Para o calculo das analises estatisticas foi utilizado o teste do X? (qui- quadrado) e o

programa EPI INFO versao 6.04 — Janeiro / 2001 / WHO.
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RESUMO:

A sensibilidade da hemocultura foi estudada em 150 mulheres na fase cronica da doenga de
Chagas, 100 gestantes e 50 ndo gestantes (controle). 4 mulheres estavam no primeiro trimestre de
gestacdo, 62 no segundo e 34 no terceiro. As gestantes tinham idade média de 29,2 anos e 34,1
anos, no grupo controle. Nas gestantes foram observados 59% de positividade, enquanto no
grupo controle 32%. Foram realizados 7 tubos para cada hemocultura, num total de 1.050 tubos
examinados mensalmente, at¢ no 150° dia, totalizando 5.250 exames microscopicos. Nas
gestantes, a parasitemia foi baixa em 41 % dos tubos, média em 21%, e alta em 38% e no grupo
controle, foi baixa em 68%, média em 18% e alta, em 14%. 56 gestantes eram provenientes da
Bahia, com 58,9 % de hemocultivos positivos, 36 de Goias com 61,0% positivos e 8 de outros
estados com 50% de positividade. Estes resultados demonstraram que a hemocultura permitiu
detectar diferencas significativas (p< 0,001) quanto a parasitemia, em gestantes em relacao ao

controle.

Palavras Chaves: Hemocultura, gravidez, Trypanosoma cruzi, perfil de parasitemia
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ABSTRACT:

The sensitivity of hemocultura was studied in 150 women in the chronic phase of Chagas disease,
100 pregnant and 50 not pregnant (control). 4 women were in the first trimester of gestation, 62 in
the second and 34 in the third. The pregnant had average age of 29.2 years and 34.1 years in the
control group. In pregnant were observed 59% of positivity, whereas in the control group 32%.
Been made 7 tubes for each hemocultura, for a total of 1,050 tubes examined monthly, until the
150th day, totaling 5,250 examinations microscopic. In pregnant, the parasitemia was low in 41%
of the tubes, average at 21%, and high in 38% and the control group was low in 68%, average by
18% and high, at 14%. 56 pregnant were from Bahia, with 58.9% of hemocultivos positive, 36 of
Goias with 61.0% positive and 8 from other states with 50% of positivity. These results
demonstrated that hemocultura identified significant differences (p <0001) on the parasitemia in

pregnant on control.

Keywords: Blood culture, pregnant, 7Trypanosoma cruzi and Parasitemia profile
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INTRODUCAO:

A doenca de Chagas é uma das enfermidades de maior prevaléncia no continente americano. No
Brasil, estima-se a existéncia de 2,0 a 2,5 milhoes de individuos infectados, encontrados em
quase todos os estados brasileiros, porém, com grande predominio nas regides Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste, nesta, devido ao grande fluxo migratorio rural para grandes centros urbanos
(Feitosa e Krieguer 1991; Vinhaes e Dias 2000). Com a implementagao de programas de
eliminagdo do vetor, a situagdo epidemioldgica da doenca ¢ de controle em vérios paises da
América Latina (Moncayo 1999; Silveira e Vinhaes 1998 e 1999; WHO 2000). O Brasil recebeu
no dia 9 de junho de 2006, a Certificacao Internacional de Eliminacdo da Transmissdo da Doenca
de Chagas pelo Triatoma infestans, conferida pela Organiza¢ao Pan-Americana da Satde (MS
20006). Entretanto, surgem, nos Ultimos anos, casos agudos decorrentes de outras formas de
transmissdo da doenga, como a transfusional, por transplante de 6rgdos, casos de reagudizacao da
infec¢do, em decorréncia de estado de imunossupressdao, como quimioterapia, apds transplante de
orgdos e em portadores da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida e a oral, com dois surtos
recentes, (Chieffi e Amato-Neto 2000). A infeccdo por via oral € possivel, pela ingestdo de
alimentos contaminados por fezes de triatomineos, tais como, cana-de-agucar, banana, milho e
feijao, bem como pela a ingestdo de carne crua de animais infectados (Shikanai-Yasuda et al.
1991). Na regido amazonica, hé relatos indicando que individuos infectaram-se ingerindo suco
de acai, fruto de uma palmeira que ¢ habitat de espécies de Rhodnius (Valente et al. 1999).

A doenca de Chagas ¢ caracterizada por duas fases distintas: a fase aguda com intensidade
variavel, ocorrendo uma intensa multiplica¢do parasitaria que origina manifestagdes clinicas
como febre, mal estar, astenia, presenga de sinais de porta de entrada (Romafia e Chagoma de

inoculacdo), edema, esplenomegalia e hepatomegalia podem ocorrer, porém a grande maioria
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dos individuos ndo apresenta nenhuma sintomatologia. Na passagem para a fase cronica estao
envolvidos importantes fendmenos de imunomodulagcdo como declinio acentuado da parasitemia
e reduciio progressiva dos fendmenos inflamatérios (Cunha-Neto et al. 1995). E importante
ressaltar que, além das alteracdes individuais, a doenga de Chagas apresenta-se como uma
importante doenga de contexto social, uma vez que constitui uma enfermidade cronica
debilitante e incapacitante (Schmuiiis et al. 2000).

Na doencga de Chagas cronica, apesar da forte resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro, o
parasito sobrevive em niveis sub patentes e pode ser recuperado do sangue circulante por meio
de métodos parasitologicos indiretos como a hemocultura e o xenodiagnéstico. E bem conhecido
o fato de que a imunossupressao pode levar a recrudescéncia na fase cronica da doenca de
Chagas, tanto em animais como no homem (Jost et al.1977; Monteverde et al.1976).
Possivelmente, a imunossupressdo permita a ativagdo de subpopulagdes do parasito bloqueadas
pela resposta imune do hospedeiro, as quais podem apresentar caracteristicas biologicas e
genéticas diferentes da populagdo inicial como neurotropismo (Pacheco e Brito 1999).

O periodo gestacional representa um modelo inico na natureza. Compreende um estado
imunolodgico altamente complexo, com freqiliente exacerbagdo de enfermidades ou alteracdes
pré-existentes. Do ponto de vista imunoldgico tem sido um grande desafio tentar entender quais
os mecanismos envolvidos na ndo rejeicao da placenta pelo sistema imunolégico materno, ja que
a mesma, por ser de origem embridnica, contém material genético tanto materno como paterno
(Medawar1953).

O estado de incompeténcia imunologica temporaria que a mulher apresenta durante a gestacao
por “aceitar”, o feto seria o responsavel pela melhoria de muitos quadros de hipersensibilidade

que ocorrem na gestacdo. Estas alteracdes geralmente surgem na segunda metade da gravidez.
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Por outro lado, o feto poderia produzir um estimulo imunolédgico e determinar uma piora destes
mesmos sintomas. Portanto, estariam explicadas as manifestacdes de piora a alguns
sensibilizadores, enquanto que outras acusam melhora (Black et al. 2002; Schatz et al. 1993).
Estas alteracdes imunoldgicas que normalmente ocorrem na gravidez podem ser agravadas pelos
varios graus de anemia e pelo estado nutricional da gestante. Alguns autores t€ém proposto que a
imunodepressao associada a anemia, deficiéncia de ferro ou a desnutri¢do severa, predispoe as
pacientes gravidas a infec¢des (Vaz et al. 1990).

A prevaléncia da infec¢do chagéasica em gestantes, principal fator de risco para a infec¢ao
congénita, varia de 2 a 51% em dareas urbanas e de 23 a 81% nas 4reas rurais da América Latina
(Freilij e Altcheh 1995). No Brasil esta prevaléncia varia entre 0,3 e 33% (WHO 1991).

A taxa de transmissao da infec¢do chagésica da mae infectada para o filho variade 1 a 18,5% na
maioria dos estudos, de acordo com a metodologia utilizada, podendo ser ainda maior em
algumas regides (Hermann et al. 2004; Nisida et al. 1999; Moretti et al. 2005; Rassi et al. 2004).
No Brasil a taxa de transmissado varia de 1 a 4%, sendo, em Minas Gerais, de 1,7% (Gontijo et al.
1998). Como ha diferengas geograficas na freqiiéncia da transmissdo congénita da doenga de
Chagas, a origem das maes pode eventualmente representar um fator de risco (Bittencourt,
1992). A gestante, com infec¢@o aguda ou cronica pode transmitir a infec¢do ao feto em qualquer
periodo da gestagdo, inclusive no primeiro trimestre, quando o trofoblasto ¢ mais espesso e, até
no canal do parto, pelo contato das mucosas do feto com o sangue da mae infectada (Bittencourt,
1992). O grau de parasitemia e as caracteristicas da cepa nas maes infectadas, fatores
placentérios, obstétricos e da imunidade e nutricdo maternas podem estar relacionados com esta
transmissdo (Torrico et al. 2004; Hermann et al. 2004; Streiger et al.1995; Moretti et al. 2005),

mas esses fatores ainda sdo pouco conhecidos. A elevada parasitemia materna esta relacionada,
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em geral, com maior transmissao. Mas, embora sejam raros os relatos de gestantes com infec¢ado
chagasica aguda,Moretti et al. (2005) relatam o achado de maes com infec¢do aguda, parasitemia
elevada, e filhos ndo infectados. Com o controle da transmissao vetorial, certamente, havera
menor indice de infec¢des nas gestantes, com provavel redu¢ao da morbidade e mortalidade da
infeccdo congénita (Freilij et al. 1994).

O concepto pode adquirir a DC da mae, via transplacentaria, geralmente ap6s o 6° més de
gestacdo, entre 22 e 37 semanas e parece depender de fatores ligados ao parasito e ao hospedeiro
(Azogue et al. 1985; Bittencourt 1992). A fase e as formas clinicas da infec¢cdo materna nao
parecem afetar a transmissdo, embora a fase aguda, quando a parasitemia ¢ alta e persistente,
apresente maior risco que a cronica. A infeccdo congénita pode ocorrer em 71% dos recém-
nascidos de maes com infec¢do aguda durante a gravidez e em 1,6% na fase cronica de doenga
(Bittencourt 1992; Freilij et al. 1994). Formas menos freqiientes de transmissdo materna da DC
podem ocorrer pela contaminagdo oral através do liquido amnidtico, e a transmissao
hematogénica, durante o trabalho de parto. Ha também a possibilidade da transmissdo pelo leite
materno em mulheres que cursam a fase aguda da infec¢do ou quando ocorre sangramento dos
mamilos (Sarastia 1993; Mazza et al. 1936).

Desta forma, este trabalho tem como objetivo a avaliagcdo do perfil de parasitemia num grupo de
150 mulheres chagasicas cronicas, sendo 100 gravidas e 50 ndo gravidas, pela técnica da
hemocultura, a comparagdo da idade, possivel estado de aquisi¢do da infecgdo, faixa etéria e

idade gestacional versus parasitemia.

MATERIAL E METODOS

Local de Realizacao: Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia, Fisiologia e

Imunologia de Protozoarios de Interesse Humano do DMIPP/IPTSP - UFG em colaboragdo com
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Laboratorio de Pesquisa em Doenca de Chagas do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Goids, que detém a maior concentracdo de pacientes portadores da Doenga de Chagas,
atendidos na cidade de Goiania - Goias e com de Instituto de Diagnostico e Prevencao (IDP) da
Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais de Goidnia (APAE).

Populacgio estudada: A populagdo alvo desta pesquisa constituiu-se de 150 mulheres infectadas
pelo T.cruzi, sendo 100 gestantes e 50 em idade fértil (grupo controle) no periodo de 06/2006 a
07/2007. Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica e
Animal do Hospital das Clinicas, CEPMHA/HC/UFG N°. 056/06. As participantes desta
pesquisa foram atendidas e acompanhadas no Ambulatorio e Laboratorio de Chagas do Hospital
das Clinicas da UFG, Goiania, Goias. Foram esclarecidas quanto aos objetivos da mesma e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, previamente aprovado pelo Comité de
Etica. Apds o esclarecimento, responderam a um questionario, com dados epidemiologicos como
idade, local de nascimento, quantidades de abortos e filhos, doenga prévia e no grupo das
gestantes foi incluido o més de gestacao.

Critérios de inclusdo: Infecciao confirmada por provas sorologicas; confirmagao de participagao
neste estudo. No grupo das gestantes foram incluidas aquelas que estavam gravidas e infectadas
pelo T. cruzi, independente da idade e que quiseram participar da pesquisa. No grupo controle foi
incluido mulheres em idade fértil e que tinha sorologia prévia positiva conhecida, todas
participaram voluntariamente da pesquisa.

Critérios de exclusio: Pacientes que ndo quiseram participar da pesquisa € que nao estavam no

periodo fértil.
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Diagnostico Laboratorial das Mulheres Infectadas - Sorologia Convencional

Foram coletadas amostras de sangue periférico de todas as pacientes para realizagdo da
hemocultura; do plasma obtido no processamento da hemocultura, foram realizados os testes
confirmatorios para Tripanossomiase Americana. As técnicas utilizadas na sorologia
convencional foram: ELISA segundo Voller et al. 1975; IFI Camargo 1966 e HAI, Camargo et
al. 1973.

Diagnéstico Parasitolégico — Hemocultura

Trinta mililitros de sangue de cada paciente foram colhidos para realizagdo da hemocultura em
meio LIT, idealizado por Yaeger e descrito por Fernandes e Castellani (1964) e Camargo (1964).
O protocolo utilizado foi o de Chiari et al. (1989) com algumas modificagdes por Luz et al.
(1994). O sangue venoso foi coletado, utilizando tubos vacutainer, contendo heparina sodica e
processado no maximo em 4 horas. O sangue foi centrifugado a 1000g durante 10 min a 4°C em
centrifuga refrigerada (Janetzki-K24) ap6s o que, o plasma foi removido e transferido a tubo
separado. Este foi centrifugado posteriormente, e ap0s, a retirada do sobrenadante, foi adicionado
3 ml de LIT ao sedimento (Tubo 1). Ao sedimento de hemacias ( papa) acrescentou-se igual
volume do plasma removido de meio de cultura LIT-Liver Infusion Tryptose (Camargo 1964)
centrifugado a 1000g durante 10 min a 4°C. A seguir, desprezou-se o sobrenadante e o
sedimento de hemacias foi ressuspendido em meio LIT, apés homogeneizacao, foram feitas
aliquotas de 2-3ml distribuidas em seis tubos plasticos de 15ml (Falcon, USA) contendo 3 ml de
meio LIT (Tubos 2 a 7). Os tubos foram mantidos em estufa BOD (General Eletric-FANEN-
LTDA) a 28°C e homogeneizados duas vezes por semana para aeracdo. Aliquotas de 0,01 ml da
suspensdo de cada tubo entre lamina e laminula foram examinadas ao microscopio com aumento

de 400x aos 30, 60, 90, 120, e 150 dias apds o exame. A partir das hemoculturas positivas foram
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realizados repiques em tubos contendo LIT e criopreservagao em N, liquido a —196°C e estes
estoques serdo utilizados posteriormente para estudos bioldgicos e moleculares.
Analises estatisticas: Para o calculo das analises estatisticas foi utilizado o teste do X* (qui-

quadrado) e o programa EPI INFO versdo 6.04 — Janeiro / 2001 / WHO.

RESULTADOS:

DADOS EPIDEMIOLOGICOS DAS MULHERES PARTICIPANTES.

A idade média no grupo das gestantes foi de 29,2 anos (de 17 a 44 anos) e no grupo controle a
média de idade foi de 34,1 anos (de 18 a 49 anos). Segundo o trimestre gestacional, 4 pacientes
estavam no primeiro trimestre, 62 no segundo e 34 no terceiro. A média de meses de gestagao foi
de 5,5. Analisando o questionario foi possivel detectar que, no grupo das gestantes a maioria
nasceu em regides endémicas: 56% (56/100) na Bahia, 36% (36/100) em Goids, em Minas
Gerais, 4% (4/100) e Ceara, Distrito Federal, Paraiba e Pernambuco o indice foi de 1% cada,
totalizando as 100 gestantes (Figura 1). 17% das mulheres tinham relato de aborto, 11% tinham
alguma doenca prévia. No grupo controle a idade variou de 18 a 49 anos (média de idade =
34,14). A maioria nasceu no estado da Bahia (26/50), seguidas de Goias (17/50), Ceara (2/50),
Paraiba (1/50), Piaui (1/50), Pernambuco (1/50) e Minas Gerais (2/50), 32% das mulheres

disseram ter sofrido aborto e 4% declararam ter alguma doenca prévia.
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Figura 1:Epidemiologia das mulheres infectadas pelo Trypanosoma cruzi que participaram da

pesquisa.
—p» Grupo das gestantes
— Grupo controle
B Regido Norte
[] Regido Nordeste
B Regido Centro-Oeste
B Regido Sudeste
[0 Regido Sul

43



A positividade no grupo das gestantes foi maior que no grupo controle, como demonstrado na

tabela 1, dados confirmados pelos testes estatisticos (p<0,0001).

Tabela 1. Positividade da hemocultura das infectadas pelo Trypanosoma cruzi

Positividade
n %
Mulheres infectadas pelo 7. cruzi
Gestantes 59/100 59
Grupo controle 16/50 32

Como demonstrado na Tabela 2 ndo houve diferencga estatistica nos resultados do grupo controle

(p>0,05) e nem no grupo das gestantes com idade entre 17 € 27 anos e o grupo com 39 a 44,

porém as mulheres com idade entre 28 a 38 anos, apresentaram 45% de positividade, sendo

estatisticamente significante (p=0,000005).

Tabela 2. Estratificacdo da positividade das hemoculturas com a faixa etaria das

mulheres gravidas e do grupo controle.

Gestantes Grupo Controle
Idade Faixa Positividade Faixa Positividade
etaria Hemocultura etaria Hemocultura
17 -27 38% 74% 20% 30%
28-38 58% 45% 50% 36%
39-44 4% 75% 30% 37%
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Para anélise do nivel de parasitemia, foi considerado como baixa parasitemia os resultados
negativos (nenhum tubo positivo), média quem apresentou um ou dois tubos positivos, e alta os

que apresentaram trés ou mais tubos positivos por hemocultura.

Tabela 3. Nivel de parasitemia por nimero de tubos positivos na hemocultura.

Infectadas Baixa Média Alta
pelo T.cruzi parasitemia parasitemia parasitemia
(0 tubo) (1 ou 2 tubos) (> 3 tubos)
Gestantes 41% 21% 38%
Controle 68% 18% 14%

Tabela 4. N° de tubos positivos na hemocultura em relacdo ao tempo de cultivo.



Gestantes

Trimestre Numero de Numero de Positividade
Gestacional mulheres Positivas (%)
1° 4 75%
2° 62 66,1%
3° 34 44,1%

Gestantes (700 tubos)

Grupo controle (350 tubos)

Dias de cultivo N° de tubos % N° de tubos %
positivos positivos

30 20 3,0 6 1,7

60 108 15,4 24 6,9

90 55 7,9 13 3,7

120 21 3,0 3 0,9

150 12 1,3 5 1,1

46



Tabela 5 — Positividade pela hemocultura segundo o trimestre gestacional

Nao houve diferencga significativa entre esses trés grupos (p=0,08897).

DISCUSSAO:

A presenca de parasitemia ¢ um dado importante no paciente chagasico imunossuprimido, ja que
pode anteceder em 22,2% as manifestagdes clinicas associadas com a reativagao da doenca de
Chagas (Bocchi 1994). Porém, a presenca de alta parasitemia nesse contexto ¢ muito relevante.
Apesar da baixa sensibilidade da hemocultura e do xenodiagnostico (Pifano 1954; Chiari e
Brener,1966; Chiari e Dias 1975; Minter-Goedbloed et al. 1978) esses ainda sao os métodos
usados para comprovar parasitologicamente a doenga de Chagas cronica. Existem evidéncias de
que a variabilidade nas taxas de positividade desses testes estaria ligada a qualidade dos meios de
cultura e/ou das técnicas empregadas (Mourao e Chiari 1975; Neal e Miles 1977; Chiari et
al.1989). O cultivo do sangue ou hemocultura alcanca na forma cronica da doenga, 0% a 94% de
positividade (Chiari e Brener 1966; Chiari et al. 1989; Luz et al. 1994).

Silva et al. (1996) demonstraram em sua pesquisa que isoladamente a hemocultura revelou a
presenga do 7. cruzi em 59,6% (31/52) dos pacientes com uma média de 2,5 = 1,4 tubos

positivos, e o xenodiagndstico em 50% (26/52) com uma média de 5,2 + 5,1 barbeiros positivos.
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Neste trabalho com apenas uma hemocultura obtivemos no grupo de gestante, 59% de
positividade e 32% no grupo controle, corroborando com os trabalhos citados. O que chama
aten¢do € a positividade no grupo das gestantes, acima da média descrita na literatura,
principalmente por se tratar de um grupo de jovens, onde a parasitemia geralmente ¢ baixa
(Castro et al. 1983; Luquetti e Rassi 2000; Prata 2001). Observamos também que no grupo das
gestantes o numero de tubos positivos foi mais elevado, corroborando assim que a alta
parasitemia neste grupo, uma média de 2-3 tubos/hemocultura. Estes achados reforcam a
utilizacdo deste parametro na classificacdo do nivel de parasitemia dos pacientes chagasicos
cronicos. De acordo com este critério foi possivel observar que 41% das gestantes tinham baixa
parasitemia, 21% média 38% de alta parasitemia, em contraste com o grupo controle que
apresentou 68% das mulheres tinham baixa parasitemia, 18% com média 14% de alta
parasitemia.

A maioria das hemoculturas por nos analisadas, foi positiva entre 60-90 dias, o periodo para
positivagdo da hemocultura, supera aqueles obtidos por outros autores que encontraram uma
positividade de 9% e 18% ap6s os 60 dias (Mora 1996; Luz et al. 1994). Vale ressaltar que apesar
de nao ter aumentado significativamente a positividade, o periodo de cultivo prolongado até aos
150 dias ¢ importante, principalmente pela baixa sensibilidade da hemocultura e também visando o
isolamento de cepas, pois a demora na deteccao do parasito pode estar relacionada com o
baixissimo parasitismo sanguineo e/ou com a diferente capacidade de adaptagdo e crescimento do
parasito em meios artificiais (Minter-Goedbloed et al. 1978). Neste trabalho, todas as mulheres
eram de regido endémica, e a positividade nao apresentou diferencas quando analisadas pela

naturalidade as mulheres.
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CONCLUSAO: Existe diferenca significativa quanto a parasitemia em gestantes em relagio ao
grupo controle de mulheres infectadas pelo 7. cruzi na fase cronica, avaliadas pela técnica de

hemocultura.

Obs. A figura e as tabelas serdo colocadas em anexo, segundo as normas da revista, porém

deixamos no corpo do texto para facilitar a leitura dos componentes da banca.
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6-CONCLUSOES GERAIS

v" Foi observada diferenga significativa na positividade pela hemocultura no grupo de

gestantes e ndo gestantes p<0,001.

v A média de namero de tubos positivos em cada hemocultura foi maior no grupo das

gestantes quando comparados ao grupo controle.

v A idade e a naturalidade, ndo foram fatores para aumento de parasitemia.

v No primeiro trimestre de gesta¢do foi maior positividade nas hemoculturas.

v' A gestagdo se mostrou como fator de risco para aumento da parasitemia.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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