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RESUMO

A hemocultura tem demonstrado ser um importante método parasitologico, tanto de
isolamento de Trypanosoma cruzi, quanto nos diagnosticos duvidosos e validagdo da
eficécia terapéutica especifica. Sua realizagdo repetidas vezes ¢ outro fator que aumenta
sua sensibilidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de parasitemia por
hemoculturas seriadas em individuos cronicamente infectados pelo 7. cruzi, sem
tratamento especifico prévio. Participaram 50 individuos de ambos os sexos (60% sexo
masculino), que realizaram trés coletas de sangue venoso, com intervalo minimo de um
més. A técnica foi de Chiari et al. & Luz et al. com meio LIT, semeando sete tubos por
exame. Com uma hemocultura realizada a sensibilidade foi de 32% na primeira amostra,
32% na segunda e 34% na terceira. Com os resultados cumulativos das trés amostras a
positividade aumentou significativamente para 58% (p=0, 016). Analisando o perfil de
parasitemia por hemoculturas positivas, 42% dos pacientes foram de baixa parasitemia
(nenhuma das trés hemoculturas positivas), 30% média parasitemia (uma hemocultura
positiva das trés realizadas), e 28% elevada parasitemia (duas ou as trés hemoculturas
positivas). Quando relacionado nivel de parasitemia por hemocultura versus nimero de
tubos positivos por hemocultura, encontramos relagao direta entre parasitemia e nimero
de tubos positivos. Pacientes que apresentaram uma unica hemocultura positiva (média
parasitemia) tinham um ou dois tubos positivos; com duas ou trés hemoculturas
positivas (elevada parasitemia) de trés a seis tubos positivos por hemocultura. Analisar
o numero de tubos positivos por hemocultura demonstra ser suficiente para definir o
perfil de parasitemia dos individuos com média e elevada parasitemia, sem necessidade
de proceder a hemocultura seriada. Com isto pode ser agilizada a liberacao do resultado

quando o clinico pretende fazer tratamento especifico.
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ABSTRACT

Over a hundred years have passed since the discovery of Chagas disease and it is still a
serious challenge to public health. Hemoculture has shown to be an important
parasitological method aiming the isolation of Trypanosoma cruzi as well as in doubtful
diagnosis and in the validation of the specific therapeutic efficacy. Its repetitive
performance is another factor that increases its sensitivity. The aim of this study was to
evaluate the parasitaemia profile through serial hemocultures from chronically 7. cruzi
infected individuals without previous treatment. 50 individuals from both genders (60%
males) which had venous blood collected three fold with one month of minimum
interval between the collections participated of this study. The technique used was of
Chiari et al. & Luz et al. with LIT medium resulting in seven tubes per examination.
Resulting in one performed hemoculture the sensitivity was of 32% in the first, 32% in
the second sample and 34% in the third. When adding up the cumulative results of three
samples the positivity increased to 58% (p=0,016). When we analyzed the parasitaemia
profile of the positive hemocultures, 42% were of low parasitaemia (none of the three
hemocultures were positive), 30% presented median parasitaemia (one hemoculture
positive from the three performed), and 28% presented high parasitaemia (two or more
positive hemocultures). When we related the parasitaemia level by hemoculture versus
the number of positive tubes by hemocultures we found a direct relation between the
parasitaemia and the number of positive tubes. Analyze the number of tubes positive
blood culture proves to be sufficient to define the profile of individuals with parasitemia
middle and high parasitemia, without the need for serial blood cultures. This can be
expedited with the release of results when the clinician intends to make specific

treatment.



1. INTRODUCAO

Em 1909, Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, pesquisador do Instituto Oswaldo
Cruz, comunicou ao mundo cientifico a descoberta de uma nova doenca humana, a
Trypanosomiase Americana. Carlos Chagas ndo apenas identificou o agente etiologico da
infeccdo, como também seu vetor e seus reservatorios, descrevendo ainda os efeitos da
infeccdo no organismo humano (Chagas 1911). Cem anos se passaram da sua descoberta,
mas esta ainda constitui um problema de satide publica, concreto e impactante na América
Latina (Dias 2007). Segundo estimativas da Organiza¢do Pan Americana da Satde, a doenca
de Chagas ¢ endémica na América Central e do Sul, com cerca de 8 milhdes de pacientes
infectados e outros 100 a 120 milhdes de pessoas expostas ao risco de contrair a doenca
(PAHO 2007). No Brasil, a estimativa ¢ de 2 a 3 milhdes de pessoas infectadas, com
incidéncia anual de uma centena de novos casos por transmissdo via oral (Dias & Coura

1997, WHO 2002).

A partir da década de 70 em decorréncia dos movimentos migratorios rural/urbano
na América Latina, o padrdo epidemiologico da infeccdo humana alterou-se resultando na
urbanizagdo da doenca de Chagas (WHO 1997). Consequentemente aumentaram de inicio
os riscos de transmissdo por meio de transfusdo de sangue, o que obrigou a rigorosa selecao
de doadores nas regides endémicas. Face ao processo de globalizagdo, individuos infectados
em busca de melhores condigdes de vida se dispersaram para areas nao endémicas da
América do Norte e outros continentes, levando a riscos de transmissao por transfusao de
sangue, transplantes de 6rgdos e a forma congénita. Em 2006, o Centro para Controle de
Doengas (CDC - Estados Unidos) anunciou cinco casos de doenca de Chagas adquirida por

transplantes de 6rgdos de doadores Latino Americanos (Schmunis 2007).

Por outro lado, com a abertura constante de novas frentes agropecuarias, a partir de
populagdes migradas de tradicionais areas endémicas e de todas as mudangas ambientais e
comportamentais das sociedades, gerou-se um risco de dispersdo da doenc¢a para novas areas
como a Amazonia brasileira, atualmente considerada endémica para a doenca de Chagas
(Dias 2007; Castro et al. 2009). A regido nunca foi livre da presenga de Trypanosoma cruzi,
o qual participa de um ciclo enzoo6tico muito bem estabelecido entre os vetores e
reservatorios silvestres. Portanto as ocorréncias de casos humanos da infeccdo nesta regido
tém seu risco aumentado proporcionalmente a aproximacao, cada vez maior entre vetores,

reservatorios de tripanossomas e o homem (Pinto et al. 2008).



A infeccdo humana pode ser muito grave, com mortalidade de até 5% em criangas,
com menos de 5 anos, na fase aguda. Na fase cronica cerca de 30 a 40% das infeccdes
podem evoluir para formas sintomaticas com graus varidveis de comprometimento cardiaco
e/ou digestivo (Dias & Macédo 2005), podendo produzir perdas sociais importantes, em
termos de mortalidade, absenteismo e incapacidade laboral (Dias & Coura 1997, Wilson et
al. 2005). Do ponto de vista médico-trabalhista, a idade em que aparecem as manifestagdes
cardiacas ¢ predominantemente dos 30 aos 50 anos. Tomando-se em conta que esses casos
demandam algum tipo de assisténcia médica, frequentemente especializada e cirtrgica,
podem-se inferir os custos resultantes (Silveira 2002). A doenga de Chagas ainda representa
um sério desafio por ndo dispor de medidas profilaticas e esquemas terapéuticos mais
eficientes, menos toxicos e de baixo custo e pela falta de um entendimento mais completo da
fisiopatologia da evolucao da doenga cronica. Assim esta doenga continua ocupando um
importante lugar entre as endemias rurais, e por inutilizar muitas vidas em plena idade
produtiva (Castro & Soeiro 2010)

Exames parasitologicos (xenodiagnostico, hemocultura e PCR) e sorologicos
confirmam a infec¢ao pelo 7. cruzi, mas também devem ser apoiados pela epidemiologia e
pela clinica (Luquetti & Rassi 2000). A hemocultura tem demonstrado ser um importante
método parasitologico para isolamento de cepas do 7. cruzi (Chiari 1992), comprovacao
etiologica da infeccdo, além de ser utilizada também em casos de diagndsticos
indeterminados e avaliacdo de eficacia terapéutica especifica. Durante muitos anos este
exame nao foi utilizado devido aos resultados negativos, ou de muito baixa positividade, 6 a
16% (Chiari 1992). Modificagdes técnicas introduzidas como, a remogao do plasma, coleta
de maior volume (30 mL) de sangue, processamento a 4°C e a realizagdo deste teste
repetidas vezes foram responsaveis pelo aumento da sua sensibilidade (Chiari et al. 1989,
Luz et al. 1994). Como existem milhdes de individuos infectados e candidatos a tratamento
especifico, estudos que evidenciam niveis de parasitemia s3o relevantes. A realizacdo de
hemocultura seriada poderd ser um forte aliado ao clinico, pois colabora na selegdo e

monitoramento de individuos candidatos a tratamento.

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de parasitemia em
individuos infectados cronicamente pelo 7. cruzi, que nunca receberam tratamento prévio,

por meio de hemocultura seriada.



2. REVISAO DA LITERATURA

A doencga de Chagas, ou tripanossomiase americana, € uma zoonose que emerge de
um contexto bio-ecoldgico intimamente relacionado a forma de viver e a historia natural de
seu agente etioloégico, o 7. cruzi e de seus reservatorios superiores- mamiferos - e

hospedeiros invertebrados-insetos vetores (Dias 2007).

2.1- O parasito e insetos vetores

T. cruzi ¢ um protozoario hemoflagelado, da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. Parasita mamiferos e tem como insetos vetores espécies de hemipteros
hematofagos(triatomineos) da familia Reduviidae (Rey 2001).

Os Trypanosomatidae sdo caracterizados por uma alta flexibilidade de seu
metabolismo energético no inseto vetor. Obtém sua energia preferencialmente dos
aminoacidos L-prolina, L-aspartico e L-glutdmico/glutamina, constituintes de hemolinfa e
fluidos dos tecidos do vetor. Nos hospedeiros vertebrados, utilizam a glicose como fonte de
energia na forma de ATP (Opperdoes 1995). Sao dez enzimas da glicolise responsaveis pela
quebra da glicose em piruvato, com a concomitante producao de ATP. A via glicolitica ¢
percebida como um alvo promissor para o desenvolvimento de novas drogas anti-
tripanosomatideos (Verlinde et al. 2001). 7. cruzi é capaz de sintetizar alguns aminoécidos e
bases como aspartato, alanina, glutamato e pirimidina, mas ndo consegue realizar a sintese
de purina e de esterdis, que busca em seus hospedeiros. Mais de 40% de seu peso
corresponde a proteinas e aminodcidos (principalmente alanina), estando demonstrada
atividade de proteinases, envolvidas em seu crescimento, reprodugdo, diferenciagdo, adesao
e penetracdo (Gonzales-Capa & Durante 1994).

O parasito apresenta diferentes formas evolutivas no seu ciclo: epimastigota e
tripomastigota metaciclico no inseto vetor, amastigota intracelular e tripomastigota
sangiiineo, no hospedeiro vertebrado. Tais formas sdo identificadas morfologicamente pela
posi¢do do cinetoplasto com relacdo ao nucleo da célula e a emergéncia do flagelo (Rey

2001).



Na forma tripomastigota (Figura: 1) o cinetoplasto, grande e redondo, situa-se na
parte posterior do parasito, proximo a origem do flagelo. O flagelo percorre externamente
toda a extensao do corpo celular aderido por sua longa membrana ondulante tornando-se
livre na regido anterior e apresenta nitido polimorfismo: formas delgadas e largas. As formas
delgadas podem ser encontradas na por¢do posterior do intestino do inseto vetor, sangue e
espaco intercelular dos hospedeiros vertebrados; culturas de células infectadas; cultivo
axénico (Rey 2001). Sabe-se que as formas tripomastigotas delgadas predominam em cepas
de elevada wviruléncia para animais experimentais. As formas apresentam
macrofagotropismo, desenvolvem parasitemia precoce e sdo mais sensiveis a agdo de
anticorpos circulantes, enquanto as formas largas sdo mais freqiientes em cepas miotropicas
e de baixa viruléncia em animais infectados experimentalmente (Brener & Chiari 1963,

Brener 1965, Andrade 1974).

Figura 1: Formas tripomastigotas sanguineas do Trypanosoma cruzi.
(http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm? sid=13)



Na epimastigota (Figura: 2) o cinetoplasto em forma de barra ou bastdo esta
localizado anteriormente ao nucleo. Pode ser encontrado no tubo digestivo do inseto vetor;

cultivo axénico (Rey 2001).
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Figura 2: Formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi
(http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm? sid=13)

Por fim, as formas amastigotas (Figura 3) sdo arredondadas, com cinetoplasto
visivel, porém o flagelo, reduzido ao segmento intracelular, ndo ¢ visivel ao microscopio
optico. Esta forma pode ser encontrada no interior das células de hospedeiros infectados,

bem como em cultivo celular (Rey 2001).

Ninhos de amastigota

A

Figura 3: Formas amastigotas intracelulares em cultivo celular do Trypanosoma cruzi
(http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm? sid=13)



T. cruzi é representado por um conjunto de populagdes que circulam na natureza,
entre o homem, vetores, reservatorios domésticos e silvestres (Andrade 1974). Em reuniao
de consenso realizada em Buzios-RJ em 2009, Zingales et al. propuseram a subdivisao do
T. cruzi em seis linhagens ou DTUs (Discret Taxonomica Units), T.cruzi 1, 11, 11, IV, V e
VI. Tais cepas apresentam diferentes graus de viruléncia, comportamento, tropismo e

variagOes na sensibilidade a drogas para animais experimentais € humanos (Macedo 2010).

Uma das questdes atuais mais intrigantes na doenca de Chagas se relaciona ao
possivel papel da diversidade genética de populagdes do T.cruzi na determinagdo das
diferentes formas clinicas desta parasitose. Embora com 100 anos desde sua descoberta,
pouco se conhece sobre os fatores determinantes das manifestacdes clinicas da doenca, e
mesmo a existéncia de um papel relevante do parasito neste processo ja foi questionado. O
mecanismo pelo qual as diferentes formas clinicas da doenga se estabelecem, permanece
obscuro. Certamente, fatores associados ao paciente estdo envolvidos, mas estd cada vez
mais evidente a existéncia de um papel fundamental associado a aspectos genéticos do
parasito. Uma possivel explicagdo para esta aparente auséncia de correlagdo ¢ que, varias
cepas de 7. cruzi sdao constituidas por diferentes subpopulagdes ou clones que podem

apresentar tropismo para diferentes tecidos (Macedo 2010).

Sdo mais de 130 espécies de triatomineos potencialmente vetoras da doenca de
Chagas. Apresentam mais ou menos competéncia na veiculagdo de 7. cruzi, o que se
relaciona a comportamento alimentar, padrdao genético, comunicagdo quimica, dindmica
populacional e infectividade. No Brasil, 52 espécies de triatomineos tém sido descritas, mas
cinco tém especial importancia na transmissdo da doengca ao homem. Por ordem de
importancia:  Triatoma infestans, T. brasiliensis, Panstrongylus megistus, T.
pseudomaculata e T. sordida (Dias & Coura 2009) e outros como 7. rubrovaria, no Rio

Grande do Sul, e Rhodnius neglectus, em Goias (MS 2005).

O Brasil recebeu no dia 9 de junho de 2006, a Certificagao Internacional de Eliminagao
da Transmissao da doenga de Chagas pelo 7. infestans, conferida pela Organizacdo Pan-
Americana da Saude (MS 2006). O nimero de municipios com 7. infestans caiu de 721, em
1983, para apenas 33 em 2002 (MS 2009). Além do Brasil, a transmissdo por esse vetor foi
efetivamente eliminada no Uruguai (1997), Chile (1999) e em 4areas significativas da
Argentina, Bolivia, Paraguai e partes da América Central (Schofield et al. 2006). Apesar de
todo o esforgo realizado pelos 6rgaos de saude, sempre ha a possibilidade de reinfestacao,

inclusive com a substituicdo da espécie eliminada por outras, sendo fundamental manter



atenta a vigilancia entomologica. Estudos demonstram que algumas espécies de triatomineos
sdo altamente antropofilicas, tendo grande capacidade de colonizag¢do e adapta¢do a novos
habitats, o que dificulta o controle da doenca. As areas de infestacdo se concentram hoje,
principalmente, na regido do semi-arido brasileiro, onde duas espécies sdo ainda capturadas
com muita freqii€ncia: 7. brasiliensis, principal vetor da doenca, e 7. pseudomaculata

(Argolo et al. 2008).

2.2- Ciclo evolutivo

Quando os triatomineos sugam o hospedeiro infectado, os tripomastigotas
sanguineos ingeridos se desenvolvem ao longo do tubo digestivo, onde se diferenciam em
epimastigotas (Figura 4). No intestino médio estes se multiplicam por divisdo binaria,
transformando-se em tripomastigotas metaciclicos no reto, sendo eliminados com as fezes e
urina (Brener 1992). T. cruzi pode permanecer vivo e infectante em triatomineos mortos e
fezes do inseto deixadas no ambiente, por algumas horas ou mesmo dias, conforme as
condi¢gdes de temperatura, umidade e dessecamento. Em alimentos, o parasito mostrou-se
viavel em experimentos com leite, carne crua e caldo de cana por algumas horas a
temperatura ambiente, prolongando-se por dias ou semanas, em baixas temperaturas.
Evidéncias experimentais sugerem que a transmissao oral pode ocorrer a partir de formas
tripomastigotas, provavelmente, de amastigotas e massas celulares, originarias de mamiferos
ou vetores contaminados, assim como, acidentalmente, de cultivos artificiais do parasito

(Dias 2006).

No hospedeiro vertebrado estes tripomastigotas metaciclicos penetram através de
solucao de continuidade da pele e pelas mucosas integras. Invadem uma grande variedade de
células nas quais se diferenciam em amastigotas que se multiplicam por divisdo bindria
diferenciando-se em tripomastigotas. As células infectadas rompem-se e os tripomastigotas,
apesar de ndo se replicarem, disseminam a infec¢do por todo organismo. Nos tecidos dos
hospedeiros vertebrados, 7. cruzi pode induzir, em qualquer tecido ou 6rgdo, trés processos
patologicos fundamentais: a resposta inflamatodria, lesdes celulares e fibrose. Os processos
podem ser seqiienciais ou o que ¢ mais habitual, serem simultdneos ou inter-relacionados

(Lopes & Chapadeiro 1997).

Sendo assim, a interagdo parasito-hospedeiro ¢ bastante dindmica, envolvendo
multiplos fatores que atuam na patogénese da doenga de Chagas. Alguns desses fatores sdo

inerentes ao parasito, tais como polimorfismo das formas sangiiineas, tropismo tecidual,



constituintes antigénicos, carga parasitaria, além daqueles relacionadas ao hospedeiro, como

constituicdo genética, estado nutricional, idade e sexo (Brener & Gazzinellli 1997).
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Figura 4: Ciclo de transmissao do Trypanosoma cruzi (simplificado). Infografico: Venicio
Ribeiro, ICICT/Fiocruz, 2008 (Argolo et al. 2008).



2.3- Mecanismos de transmissao

A transmissdo vetorial foi predominante nas areas rurais por muitos anos devido as
baixas condi¢des socio econdmicas. E certo que, em alguns paises do Cone Sul (Argentina,
Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai), foi grandemente reduzida e que ha tecnologia
bastante para sustentar os niveis de controle alcangados. Em particular, o Brasil, Uruguai e
Chile estdo comemorando a eliminacdo do 7. infestans em vastas regides, o que representou
significativa reducdo na incidéncia e de impacto da doenga humana (Dias & Coura 1997,
Schofield & Dias 1999).

Por muitos anos, o aparecimento de novos casos humanos da doenga teve como
principal mecanismo de transmissdo a transfusdo de sangue (Dias 1992; Schofield & Dias
1999). Com a vigéncia da legislacdo que obriga o controle de sangue de todo doador, por
uma triagem soroldgica com técnicas sempre mais sensiveis, houve redu¢do do niimero de

casos nesse mecanismo de transmissao.

Hé de se destacar também a transmissao congénita cuja taxa nos paises do Cone Sul
varia consideravelmente, de acordo com a regido e a metodologia usada no estudo, de 1% no
Brasil até 4 — 12% na Argentina, Bolivia, Chile e Paraguai (Schmuiiis & Torrico 2003,
Consenso Brasileiro em doenga de Chagas 2005). Segundo Rassi et al. 2004, em Goias a
taxa de transmissdao congénita ¢ de 0,7%. A infec¢do congénita pode ocorrer em 71% dos
recém-nascidos de mades com infec¢do aguda durante a gravidez e em 1,6% na fase cronica
da doenca (Freilij et al. 1994). Ainda sdo pouco conhecidos os fatores relacionados com a
transmissdo congénita, mas sabe-se que a mae pode transmitir o parasito em uma gestagao e
ndo transmitir na gestacao seguinte. O grau de parasitemia e as caracteristicas da populacao
do parasito nas maes infectadas, fatores placentarios, obstétricos, imunitarios e de nutrigao
materna podem estar relacionados com esse mecanismo de transmissdo (Gontijo et al.

2009).

Outros mecanismos de transmissdo ocorrem eventualmente e apresentam pequena
importincia epidemiologica (Brener 1984), como transplante de o6rgdos (Dias 1987),
ingestdo de leite materno em mulheres que cursam a fase aguda da infeccdo (Medina-Lopes

1988) ou quando ocorre sangramento dos mamilos (Sarastia 1993).

Acidentes laboratoriais também sdo possiveis mecanismos de transmissao chagasica.
Nesses casos, a infeccdo pode ser devido a contato com culturas de 7. cruzi, exposi¢ao as
fezes infectadas de triatomineos ou a sangue, de paciente ou animal, contendo a forma

tripomastigota. Apesar da forma epimastigota ser a predominante em culturas axénicas,
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tripomastigotas podem estar presentes € causar infeccdo em casos de contato com mucosas
ou micro-lesdes de pele. Experimentalmente, ja se comprovou a possibilidade de infeccao
através de mucosa oral e conjuntival (Gontijo & Santos 2010).

Episodios recentes de transmissdo oral foram observados em regides brasileiras
(Para, Paraiba, Amazonia e Santa Catarina) através de alimentos contaminados (caldo de
cana, agai) com o parasito, principalmente a partir de triatomineos ou de suas dejecdes.
Também, pode ocorrer através da ingestdo de carne crua de caca ou mal cozida, ou de
alimentos contaminados por urina ou secrecdo de marsupiais infectados (Dias 2006). Em
2008 foram registrados 124 casos de doenca de Chagas aguda no Brasil, sendo 92 no estado
do Pard, dos quais 63% (58/92) estavam envolvidos em transmissdo oral; 20 casos no estado
do Amapa, todos por provavel transmissdo oral; cinco no estado do Tocantins, sendo quatro
por transmissao oral e um vetorial; cinco no Maranhao; um no Ceard e um no Piaui, esses
ultimos por transmissao vetorial. Atualmente a concentracao de casos nos estados do Para e
Amapa (MS 2009).

Os principais elementos para se controlar a doenca de Chagas sdo: educacdo das
populagdes que vivem em areas afetadas ou sob risco (Argolo et al. 2008), agdes de
controle quimico sistematico dos insetos vetores e/ou melhorias habitacionais,
complementadas por rigorosa selecao de doadores de sangue. A ocorréncia de transmissao
oral por meio de alimentos ¢ fato comprovado em diferentes modelos experimentais e em
observagoes de seres humanos, assim medidas praticas também devem ser adotadas quanto a
prevencdo, como o incentivo a higieniza¢do dos alimentos antes da prepara¢do e consumo
(Dias 2006). Nao ha ainda uma forma de prevenir a transmissdo do parasito por via
congénita, sendo a melhor estratégia a detec¢dao precoce do caso e seu pronto tratamento
(Dias 2007). Admite-se que, no ciclo silvestre, a transmissdo oral seguird sendo uma forma
habitual e freqiiente de circulacdo do parasito, independentemente das ag¢des de controle do

vetor domiciliado e da selecdo de doadores infectados nos bancos de sangue (Dias 2006).

Com a globalizacdo da doenga de Chagas, muitos casos de infeccdo tém sido
frequentemente documentados em areas ndo endémicas como América do Norte, Europa,
Asia e Oceania. Individuos infectados, em busca de melhores condicdes de vida, se
dispersaram para respectivas areas, levando a riscos de transmissdo por transfusdo de
sangue, transplante de orgdos e a forma congénita (Castro et al. 2009). Recentemente,
Estados Unidos, Espanha e Fran¢a implementaram medidas para controlar o risco
transfusional através da selecdo dos doadores de sangue e estratégias de exclusdo. No

entanto, a maioria dos paises europeus ainda correm o risco de serem portadores de doadores



11

infectados (Castro 2009). Jackson et al. (2010) estudando uma comunidade de imigrantes
latino-americanos que viviam em Genebra-Suiga, observaram alta prevaléncia (12,8%) da
doenca de Chagas entre 1012 imigrantes, principalmente de bolivianos. A presenca desses
imigrantes também gera problemas como a dificuldade no diagndstico e no manuseio
terapéutico da doenca, pelo desconhecimento da comunidade médica dos aspectos peculiares
da doenga (Xavier et al. 2006). A doenca de Chagas ¢ agora reconhecida como um problema
de saude publica global, ndo mais se restringindo somente a América Latina.
Consequentemente aumentou-se o interesse das instituigdes de saude publica e de industrias
farmacéuticas, de todo continente, por medidas e pesquisas que visam melhorar a qualidade

de vida dos portadores desta infec¢ao (Castro et al. 2009)

2.4-A doenca

A infec¢ao chagasica caracteriza-se por uma fase aguda de intensidade e duracdo
variaveis, ocorrendo exacerbada multiplicacdo parasitaria, que pode ou ndo desencadear
sintomatologia, seguida de uma fase cronica com escassos parasitos, por toda a vida do

paciente (Teixeira et al. 2006).

Nos individuos na fase aguda ocorre febre e mal estar, com ou sem outras
manifestagdes clinicas, que incluem sinais de porta de entrada (chagoma de inoculagdo-
lesdo nodular da pele, conseqiiéncia de uma reacdo inflamatodria local ou sinal de Romaria-
manifestacdo tipica da infeccdo via ocular com edema bipalpebral, unilateral e enfartamento
ganglionar), febre, linfoadenopatia generalizada e alteracdes eletrocardiograficas (Cangado
1980, Brener 1992, Macédo 2000). Porém, na maior parte dos infectados, esta fase passa
despercebida (Macédo 2000). Uma duragcdo média de 8 semanas é o que se observa no
quadro agudo classico, em geral clinicamente mais acentuado entre criangas de baixa idade.
Anatdmica e imunologicamente, a historia da doenca de Chagas aguda se define, portanto,
por uma grande invasdo tecidual e hematica do parasito, provocando reacdes inflamatodrias,
destruicdo celular (inclusive neuronal). Também ¢é possivel detectar anticorpos IgM que
coincidem com a queda da parasitemia circulante, e aumento gradual de anticorpos IgG

entre a 4* e 6* semana de infecgao (MS 2007).

A infeccdo materna pelo 7. cruzi pode afetar o crescimento e a maturidade dos fetos
infectados, predispondo ao abortamento, prematuridade, crescimento intra-uterino restrito e
malformacgdes (Carlier & Torrico 2003, Rassi et al. 2004). As criangas acometidas de forma

congénita podem ser classificadas em assintomaticas (50 a 90% dos casos) e sintomaticas
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(Carlier &Torrico 2003). Os recém-nascidos sintomdticos tém baixo peso, febre,
hepatomegalia e, muitas vezes, edema, petéquias e hemorragias. A meningoencefalite
manifesta-se com convulsdes e tremores da face e dos membros. A ictericia pode estar

presente, mas desaparece na terceira semana (Macédo 2000).

A fase cronica da doengca de Chagas pode ser assintomatica ou apresentar
manifestagdes cardiacas, digestivas ou neurologicas, dependendo da localizagdo e
intensidade das lesoes. A forma indeterminada, também denominada latente, sub-clinica ou
inaparente representa 60 — 70% dos pacientes, que permanecem sem qualquer manifestagao
clinica e apresentam eletrocardiograma, raios-X do tdérax, célon e esdfago sem alteragoes.
Aproximadamente 20 — 25% dos individuos infectados evoluem para cardiopatia chagésica
cronica, sendo a maioria dos individuos assintomaticos (Cunha-Neto et al. 1995). Os
possiveis fatores de risco associados a progressao da cardiopatia sdo: o tempo de duragdo da
doenca, sexo masculino, idade, atividade fisica intensa, a cepa do parasito, exposicao a re-
infecgcdes, fatores genéticos, etnia, severidade da infec¢do aguda, status nutricional,

alcoolismo e outras doengas concomitantes (Prata 2001).

A cardiopatia chagdasica cronica ¢ a maior causa de morbidade por doenga de Chagas
manifestando-se em cerca de 30 a 40% dos individuos na faixa etaria entre 20 e 50 anos.
Estes podem apresentar prognostico e evolugdo varidveis, oscilando desde pequenas
alteracdes eletrocardiograficas até a insuficiéncia cardiaca ou progressdo para uma eventual
morte subita (Coura et al. 1983, Dias 1992). Entre 5 e 10% dos individuos, sdo acometidos
de sindromes digestivas, destacando-se a esofagopatia e a colopatia, que levam a formacgao
dos “megas” (Cunha-Neto et al. 1995). Podem ser encontrados portadores da doenca com
variadas associagdes, ou seja, cardiopatia e esofagopatia, cardiopatia e colopatia,
esofagopatia e colopatia e, por ultimo, os trés Orgdos acometidos no mesmo paciente

(Andreollo 2000).

Geralmente, esta infec¢do persiste por toda vida do hospedeiro. A possibilidade de
cura espontanea em seres humanos tem sido considerada no Brasil, mas ¢ raro (Zeledon

1988).

A resposta imune na fase cronica ¢ caracterizada, principalmente, por uma solida
resposta humoral protetora que mantém a parasitemia subpatente e impede reagudizagdes
espontaneas (Brener & Chiari 1971). Existem raros parasitos circulantes e presenca
constante de anticorpos IgG. Ha o risco de reativagdes de infec¢des subpatentes pelo uso dos

imunossupressores, em casos de transplantes de 6rgdos, com agudizacdo e intensificacao
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significativa da miocardite. O mesmo ocorre na Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA), determinando quadros graves de comprometimento do sistema nervoso central

(Andrade 2000).

As manifestagdes clinicas da infec¢ao pelo 7. cruzi sao variaveis, dependendo de
fatores extrinsecos e intrinsecos ao parasito. Em alguns paises como Panama e Venezuela, a
infeccdo chagésica se manifesta exclusivamente na forma cardiaca. No Brasil, Argentina e
Chile, as manifestacdes sdo bastante variadas. Na Bahia predomina a forma cardiaca; em
Goias a forma digestiva; em Minas Gerais observa-se uma elevada freqiiéncia de formas
mistas (cardio-digestiva); no Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro a maioria dos individuos
apresenta-se na forma indeterminada (Coura et al. 1983). As razdes para essa
heterogeneidade geografica e o motivo pelo qual diferentes individuos apresentam formas
clinicas varidveis permanecem desconhecidos. Mas, muito provavelmente, sdo determinados
pela variacdo genética do 7. cruzi e aspectos relacionados ao hospedeiro. A crenga de que a
doenga teria carater “benigno” em determinadas 4reas pode decorrer do desconhecimento ou

da falta de melhor investigagdo (Silveira 2000).

O tratamento ¢ uma questao ainda nao completamente elucidada. Tem como objetivo
a erradicagdo do parasito ¢ a preveng¢ao do aparecimento de lesdes em oOrgdos ou do
agravamento das lesdes presentes (Coura et al. 1997). Embora haja divergéncias quanto as
percentagens de cura no tratamento etioldgico desta infeccdo, hd consenso sobre a sua
utilidade, a depender de circunstancias, como: fase da doenca, idade do paciente e condigdes
associadas. O tratamento especifico ¢ considerado obrigatéorio em todos os casos de
transmissdo congénita, pela alta eficiéncia e seguranca. Como o tratamento das gestantes
infectadas ndao é recomendado, em virtude da toxicidade da droga disponivel, a estratégia
para controle da doenca de Chagas congénita se apdia no diagndstico precoce das criancas
infectadas e no controle sistematico e eficiente das vias de transmissdo da infeccado
(principalmente vetorial e transfusional) em areas endémicas, com o objetivo de reduzir a
prevaléncia de mulheres infectadas (Gontijo et al. 2009). A comprovagdo de cura,
especialmente na fase cronica, depende de fatores como o tempo de seguimento e os exames
utilizados. O benzonidazol ¢ a Unica droga disponivel para o tratamento especifico da
doengca de Chagas. O nifurtimox pode ser utilizado como alternativa em casos de
intolerancia ao benzonidazol, embora seja um medicamento de dificil obten¢do e maior
toxicidade, pois somente alguns paises da América Latina, como a Argentina, continuam

produzindo-o (Consenso Brasileiro em doenga de Chagas 2005). O tratamento especifico ¢
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eficaz na maioria dos casos agudos (>60%) e congénitos (>95%), apresentando ainda boa
eficacia em 50% a 60% de casos cronicos recentes (geralmente até 15 anos de idade). Em
cronicos de longa evolugdo, sua eficacia ndo ultrapassa os 20%, conforme indica a
experiéncia acumulada (MS 2007). Reagdes adversas ocorrem em cerca de 30% a 60% dos

pacientes tratados na fase cronica com gravidade variavel (Cancado 2002).

Atualmente, buscam-se novas drogas com alta atividade antiparasitaria e melhor
perfil de seguranca no tratamento dos infectados. O grande desafio, além do
desenvolvimento de drogas mais eficazes e com menos efeitos colaterais, ¢ o de capacitar

profissionais de satide para o diagnostico e tratamento da doenga (Oliveira et al. 2008)

2.5- Diagnéstico laboratorial

O diagnostico da infeccao pelo 7. cruzi deve ser apoiado pela epidemiologia e pela
clinica e confirmado, quanto a etiologia, pelo diagndstico laboratorial. Este oferece
importantes subsidios, desde que realizado com técnicas aprimoradas, reagentes adequados e

seguindo boas praticas de laboratorio (Luquetti & Rassi 2000).

Os exames laboratoriais indicados para o diagndstico da doenca de Chagas vao
depender da fase da doenca em que o paciente se encontra: fase aguda ou cronica. (Luquetti

& Castro 1997).

2.5.1- Diagnéstico parasitolégico

Em relagdo aos métodos utilizados no diagnostico da infeccdo pelo 7. cruzi, os
parasitolégicos sdo de elevada especificidade (100%). Quando positivo, é de certeza, pois o

agente causal € direta ou indiretamente demonstrado (Luquetti & Rassi 2000).
Fase aguda

Na fase aguda, por qualquer mecanismo de contaminacdo, o parasito encontra-se
facilmente demonstravel em sangue periférico, poucos dias apds a entrada no organismo,
persistindo por um a dois meses. Neste periodo, a procura do parasito a fresco, entre lamina
e laminula, torna o teste mais facil, econdmico e eficaz (Luquetti 2000) e apresenta

sensibilidade em torno de 50% (Chiari 1992).

A pesquisa direta do 7. cruzi na fase aguda pode ser feita concentrando-se os

parasitos pelo método de Strout (Strout 1962, Flores et al. 1966) ou QBC-Quantitative Buffy
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Coat (Levine et al. 1989, Amato-Neto et al. 1996), no creme leucocitario do sangue colhido
em tubo capilar e microhematdcrito (Fuente et al. 1985), podendo apresentar 80 a 90% de
sensibilidade. Este ultimo método ¢ mais usado para diagnéstico da doenca de Chagas
congénita (Bittencourt 2000), coletando-se o sangue do pezinho da crianga 10-20 dias apos o
nascimento ou do cordao umbilical do recém-nascido (Carlier & Torrico 2003). A coleta ¢
de facil execucdo e evita traumatismos fisicos e psicologicos para a crianga e a mae. Nesta
fase da infec¢do, apesar da elevada parasitemia, os métodos indiretos, como xenodiagnostico
e hemocultura, ndo sao métodos de escolha para o diagnostico, pois os resultados dependem
da multiplica¢do dos parasitos e sdo obtidos entre 30 a 90 dias, retardando o diagndstico e o

tratamento precoce (Chiari et al. 2005).

Nesta fase testes sorologicos também sdo utilizados para pesquisa de IgM, mas
atualmente héd dificuldades para diagnosticos devido a escassez de kits comerciais
registrados na ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria) e caréncia de controles
positivos. Em laboratdrios de referéncia, recomenda-se a utilizagdo de metodologias como
IFI-IgM (Imunofluorescéncia Indireta com pesquisa de IgM), Western Blot ¢ ELISA-IgM

(Consenso Brasileiro em doenga de Chagas 2005).

Caso haja forte suspeita de fase aguda da doenca e os exames parasitoldgicos diretos
resultem negativos, o diagnostico molecular (PCR) tem apresentado resultados satisfatorios
e pode ser associado a técnicas soroldgicas - pequisa de IgM (Consenso Brasileiro em

doenca de Chagas 2005).

Fase Cronica

A fase cronica da infec¢do ¢ caracterizada por parasitemia subpatente no sangue
periférico e altos titulos de anticorpos especificos da classe IgG, sendo a sorologia indicada

para diagnoéstico confirmatorio (Luquetti 2000).

Os métodos convencionais indiretos para identificagdo do 7. cruzi (xenodiagnostico e
hemocultura) sdo altamente especificos e apresentam uma sensibilidade em torno de 50%,
principalmente na fase cronica. Um exame negativo ndo afasta a possibilidade da infeccao,
mas um exame positivo tem valor diagnostico absoluto. No acompanhamento de tratamento
especifico, a realizacdo de testes soroldgicos e parasitologicos ¢ primordial. Se em qualquer
momento da evolucdo do paciente houver a positividade dos exames parasitologicos, ha

indicio de fracasso terapéutico (Consenso Brasileiro em doenca de Chagas 2005).
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O xenodiagndstico foi descrito por Brumpt (1914) e, nos ultimos anos passou por
algumas modificagdes em geral favoraveis ao bem estar do paciente o que sem davida tem
diminuido a resisténcia para esse exame (Castro et al. 2004). Varios trabalhos foram
realizados substituindo o xeno natural pelo xeno artificial (Freitas et al. 1955, Santos et al.
1995, Pineda et al. 1998), desde entao tem sido bastante utilizado, especialmente em ensaios
clinicos, na sele¢do e acompanhamento de pacientes e verificacdo da eficacia de farmacos
tripanosomicidas. Existem vdarias vantagens no uso da xeno artificial em relagdo ao natural:
tempo reduzido de ocupagdo do paciente com coleta de sangue, cerca de quatro minutos
versus 30 minutos na aplicagdo do natural; possibilidade de uso de maior nimero de
espécies e de espécimes de triatomineos; possibilidade de realizacdo a distancia; auséncia de
risco inerente ao transporte de triatomineos; auséncia de incomodo das picadas e de reagdes
alérgicas; possibilidade de utilizacdo em qualquer idade, sendo mais adequado para criangas,
mais inquietas € menos tolerantes a procedimentos demorados; adequacdo para pacientes
imunodeprimidos ou transplantados; ndo exposi¢do do paciente a curiosidade de
circunstantes. Finalmente, quando ¢ oferecida ao paciente a opcdo de escolha entre os
métodos, essa recai, unanimemente, sobre o artificial (Franco et al. 2002). Outro fator
importante, que pode aumentar a positividade do xenodiagnostico, ¢ sua repeti¢ao. Castro et
al. (1983), empregando o teste de forma seriada, observaram que segundo o grau de
parasitemia, a positividade em pacientes com baixa parasitemia elevou-se de 22,8% para
41,1%, no segundo exame, e para 54%, no terceiro exame. Coura et al. (1991) observaram
46,3% de positividade no primeiro exame, aumentando para 53,2% no segundo e para

57,7% no terceiro.

A hemocultura comegou a ser utilizada na década de 50, com resultados inicialmente
inferiores aos obtidos pelo xenodiagnostico (Chiari & Galvao 1997). A hemocultura tem
demonstrado ser um importante método de isolamento de cepas do 7. cruzi (Chiari 1992), ja
que esse parasito ¢ facilmente cultivivel em meios de cultura acelulares contendo
componentes como sais, proteinas e derivados de hemina. A sua positividade parece
depender tanto da natureza do meio de cultura como da técnica empregada e modificagdes
na metodologia tém aumentado a sua positividade, melhorando os resultados (Chiari et al.

1989, Luz et al. 1994).

Chiari et al. (1989) obtiveram uma taxa de hemocultura positiva de 55,08% com a
aplicacdo de modificacdes como a lavagem das células com meio LIT ou PBS e remocgao

imediata por centrifugacao, incubagao das culturas a 28°C e exames no 15°, 30° 45° ¢ 60°
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dias de cultivo. Quando nao era possivel o imediato processamento, o plasma era removido,
ao sedimento era acrescentado meio LIT, e o material preservado a 4°C até processamento

de toda técnica.

Luz et al. (1994), utilizando a metodologia proposta por Chiari et al. (1989),
demonstraram a importancia do processamento rapido, no maximo em 4 horas e a baixa
temperatura, do material coletado de 52 individuos infectados pelo 7. cruzi , na fase cronica,
obtendo 79% de positividade quando realizaram uma tnica hemocultura e 94% com trés
amostras consecutivas. Em relacdo ao tempo de exame deste método, um estudo comprovou
que 82% das hemoculturas foram positivas entre 30-60 dias, sendo que 9,8; 6,1 ¢ 1,2%

positivaram aos 90, 120 e 150 dias, respectivamente (Castro et al. 2002).

Nas tultimas décadas, varias linhas de pesquisa na area da biologia molecular tiveram
grandes avangos, assim a PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) tem sido utilizada como
alternativa no diagndstico e caracterizagdo do 7. cruzi (Moser et al. 1989, Diaz et al. 1992,
Avila et al. 1993, Gomes et al. 1998), sendo recomendado como técnica parasitologica
complementar devido a sua superioridade em relagdo aos métodos convencionais do
xenodiagnodstico e hemocultura (Britto et al. 2001). Na técnica de PCR a estratégia mais
empregada para a detec¢do do DNA do 7. cruzi foi a amplificagdo do fragmento de 330
pares de base (pb) do minicirculo de kDNA (95% do DNA total do cinetoplasto), na

presenca de um tnico parasito em 20mL de sangue (Avila et al. 1991).

Na fase cronica da doenga, o teste de PCR seguido de hibridizagdo tem se mostrado
uma alternativa para a comprovacdo do parasito, devido a sua capacidade de detectar
quantidades minimas de DNA, em funcdo da baixa parasitemia. Gomes et al. (1998),
analisando sangue de pacientes com doenca cronica, encontraram 50% de positividade na
PCR, com iniciadores de 330 pb com aumento para 83,5% ao se empregar a hibridizagao.
Avila et al. (1993) e Carriazo et al. (1998), em outro estudo encontraram uma sensibilidade
de 96,5% a 100% na PCR associada a hibridizagdo. Porém, no Piaui, comparando a PCR
com outras duas técnicas parasitologicas classicas, em pacientes infectados, verificou-se
positividade de 34% ao xenodiagndstico, 25,7% a hemocultura e 59,5% a PCR (Coura et al.
1996). A positividade da PCR apresenta resultados varidveis, para deteccdo do 7. cruzi, os
quais parecem depender dos iniciadores utilizados, do volume de sangue coletado, origem
geografica da populagdo estudada, faixa etdria, parasitemia e mesmo das caracteristicas
genéticas das cepas do parasito (Lages-Silva 2001). A positividade desta técnica também ¢

influenciada pelo nimero de amostras coletadas por paciente, Castro et al. (2002) pela PCR
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seriada, amplificaram o kDNA do T.cruzi de 86,7%(52/60) dos individuos portadores da
doenca de Chagas.

A PCR ¢ um método também empregado em estudos comparativos com outras
técnicas soroldgicas ou parasitoldgicas e de extrema importancia na avaliacdo da eficacia do
tratamento especifico da doenca de Chagas (Britto et al. 2001). E de importincia na
definicdo do diagnostico de individuos com resultados discrepantes nos exames sorologicos,
levando a uma redugdo de falsos positivos e negativos encontrados (Salles et al. 1996). Por
este motivo podendo ser utilizada em bancos de sangue quando os resultados soroldgicos
sao inconclusivos (Carvalho et al. 1993). A técnica deve ser realizada usando a mesma
metodologia com protocolos definidos, devendo ser desenvolvidos procedimentos
operacionais padronizados (Bittencourt 2000, Consenso Brasileiro em doenga de Chagas

2005).

2.5.2- Diagnostico imunoldgico

O grau de exceléncia do diagnostico da doenga de Chagas tem sido alcangado
basicamente por trés testes sorologicos: a imunofluorescéncia indireta (IFI) que apresenta
elevada sensibilidade, sendo ideal para estudos epidemioldgicos, assim como para
diagnodstico, embora apresente reagdes cruzadas, em particular com leishmanioses; a
hemaglutinagdo indireta (HAI) e a ELISA (Enzyme— Linked Immuno Sorbent Assay). Elas
sao indicadas principalmente na fase cronica, em decorréncia do desempenho pouco

satisfatorio das técnicas de diagnostico parasitologico (Bulhoes et al. 2004).

O diagnostico imunolédgico se apdia em evidéncias indiretas da presenca do parasito,
deduzindo-se que o mesmo existe por detectarmos anticorpos anti-7. cruzi, 0 mesmo nao
esta isento de erros ou de problemas de interpretagdo, falsos positivos e falsos negativos

(Luquetti & Castro 1997).

De acordo com o Consenso Brasileiro em doenga de Chagas (2005), o diagnostico na
fase cronica, deve ser realizado com dois testes de principios metodologicos diferentes: um
teste de elevada sensibilidade (ELISA com antigeno total ou fragdes semi-purificadas do
parasito ou a IFI) e outro de alta especificidade (ELISA, utilizando antigenos recombinantes

especificos do 7. cruzi), conforme descrito no fluxograma apresentado abaixo (Figura 05).
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Figura 05: Fluxograma para a realizagdo de testes laboratoriais para a doenca de Chagas na

fase cronica. PCR (Polymerase Chain Reaction); WB (Western Blot).
Fonte: Consenso Brasileiro em doenca de Chagas 2005/Ministério da Satde 2005.
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Tais testes sdo preferidos na pratica atual e vém sendo utilizados hd mais de 20 anos, em
todos os paises da América Latina, com resultados satisfatorios, pois permitem o diagnostico
em mais de 95% dos infectados (Luquetti & Rassi 2000). Essas técnicas, pelo elevado grau
de confianga, t€ém sido aplicadas na avaliagdo do comportamento da infec¢do, na avaliagdo
do impacto das medidas de controle vetorial em areas endémicas, no controle da transmissao
transfusional, por excluir chagasicos candidatos a doagdo, e na avaliagdo da eficacia do

tratamento especifico da infec¢do chagésica.

Testes soroldgicos, ndo convencionais (que utilizam antigenos purificados ou
recombinantes ou peptidios), podem também ser empregados, desde que acompanhados de
um dos trés convencionais. Outros empregam novas tecnologias, como a
quimioluminescéncia, a precipitagdo em gel, o emprego de fitas de nitrocelulose contendo
antigenos, e o Fluorescense Activated Cell Sorter (FACS-scan). Estes testes apresentam
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).

Em regides onde existem simultaneamente leishmaniose (tegumentar ou visceral) e
doengca de Chagas, podemos encontrar individuos com soros apresentando titulos
relativamente baixos de anticorpos anti-7. cruzi, fendmeno chamado de reacdo cruzada. Por
vezes torna-se dificil a distingdo entre portador de 7. cruzi e leishmaniose. Nesses casos

pode ser indicada a realizagao de técnicas especiais (Luquetti & Castro 1997).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:
Avaliacdo do perfil de parasitemia, por hemoculturas seriadas, num grupo de 50
individuos infectados pelo 7. cruzi, na fase cronica, ndo submetidos a tratamento especifico

prévio, encaminhados ao Ambulatério e Laboratorio de Pesquisa da doenca de Chagas do

Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goiés.

3.2 Objetivos especificos:

v" Avaliar a sensibilidade da hemocultura individual e cumulativa utilizando trés

amostras de sangue colhidas em diferentes periodos para cada paciente;

v' Relacionar o perfil de parasitemia dos individuos com doenga de Chagas por

hemocultura seriada e o numero de tubos positivos por hemocultura;

v’ Analisar a relagdo entre parasitemia, idade, sexo e naturalidade;

v" Relacionar o perfil de parasitemia e forma clinica dos individuos;



4. MATERIAIS E METODOS

4.1- Delineamento experimental (Figura 6)

50 pacientes infectados pelo T.cruzi, na fase crénica, nio tratados,
encaminhados ao Ambulatério e Laboratério de pesquisa da doenga de Chagas

4
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4.2- Pacientes

Aceitaram participar do projeto, 54 individuos infectados pelo 7. cruzi, sendo que
quatro ndo voltaram para segunda e terceira coleta. A hemocultura seriada foi realizada com
sangue de 50 individuos na fase cronica, ndo tratados, de ambos os sexos, atendidos e
acompanhados no Ambulatdrio e Laboratorio de Doenga de Chagas do Hospital das Clinicas
da UFG, Goiania/GO, com sorologia convencional positiva confirmada pelo laboratorio

acima referido.

Os individuos envolvidos neste projeto foram esclarecidos quanto aos objetivos do
mesmo, e dele participaram somente aqueles que concordaram e assinaram o termo de
consentimento para a coleta de trés amostras de sangue venoso, colhidas com intervalo
minimo de 30 dias e utilizagdo do seu sangue e produtos. Este projeto foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica (Protocolo CEPMHA/HC/UFG N° 058/2008) do Hospital
das Clinicas da UFG, Goiania-GO (Anexos: 9.1 € 9.2).

Os médicos do ambulatério: Dr* Dayse Elisabeth Campos, Dr Cicilio Alves Moraes e
Dr* Maria da Gléria Merheb Vaz, responsaveis pelo acompanhamento dos pacientes,
orientaram sobre a doenga e fizeram a avaliagdo clinica adequada e, quando necessario farao
a instituicdo do tratamento especifico. Tudo isso visando melhorar a qualidade de vida do

portador da doenca de Chagas.

4.3- Classificacao clinica

Dos 50 individuos com sorologia convencional positiva, 48 foram classificados, de
acordo com Rassi Jr & Rassi (1998), considerando o eletrocardiograma (ECG) em: sem
cardiopatia; cardiopatia grau 1; cardiopatia grau 2 e cardiopatia grau 3 (Tabela: 1). Dois
pacientes ainda ndo foram classificados quanto a forma clinica, pois ainda nao realizaram o

eletrocardiograma
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Tabela 1: Classificacdo clinica dos individuos com sorologia convencional positiva para
doenca de Chagas de acordo com Rassi Jr & Rassi (1998).

Formas clinicas Alteracoes radiologicas e eletrocardiograficas

Sem cardiopatia RX-toérax normal e/ou ECO normal

ECG-normal

Cardiopatia grau 1 ~ Cardiopatia de grau leve

Cardiopatia grau 2  Cardiopatia de grau moderado

Cardiopatia grau 3 Cardiopatia de grau avancado (insuficiéncia cardiaca congestiva,

1CC)

Os individuos incluidos na forma digestiva foram distribuidos de acordo os exames

radiolégicos (RX do esofago e/ou enema) e sintomas clinicos apresentados em: portadores

de megaesofago (ME); megacolon (MC); megaesofago e megacolon (ME+MC);

megaesdfago e alteragdes cardiacas (ME+C); megaesofago, megacolon e alteracdes

cardiacas (ME+MC+C). Os pacientes com megaesdfago foram classificados em grupos (I a

IV) considerando o didmetro e o tonus do esdfago determinados pelo estudo radioldgico e

operados (Rezende et al. 1960);(Tabela 2).

Tabela 2: Classificagdo radiologica dos grupos de megaesdfago de acordo com Rezende et

al. 1960.

Grupos

Caracteristicas

I

II

III

v

Esofago tem didmetro aparentemente normal ao exame radioldgico, transito
lento com pequena estase do contraste

Esofago com aumento moderado de calibre correspondendo a duas vezes a
dilatagdo (3-6 cm) da luz do es6fago normal (2,5cm), com apresentavel
retengdo do contraste. Presenca de ondas terciarias associadas ou nao a
hipertonia do es6fago.

Esofago com grande aumento de calibre (6-10 cm), hipotonia da porgao
inferior, atividade motora reduzida ou inaparente, grande retencdo do
contraste

Esofago com grande capacidade de retencao de contraste, atonico, alongado,
dobrando-se sobre a cupula do diafragma ou casos gigantes nos quais ocorre
uma dilata¢ao superor a 10 cm

4.4- Material biolégico
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Foram coletadas trés amostras do sangue periférico de cada paciente, por pungdo
venosa, em tubos de vacutainer, num total de 30mL cada, destinados a hemocultura e

sorologia, com intervalo de 30 dias.

4.5- Diagnéstico sorologico

Todas as amostras dos soros coletados foram submetidas aos testes sorologicos
convencionais: Imunofluorescéncia Indireta- IFI (Camargo 1966), Hemaglutinagao Indireta-
HAI (Camargo et al. 1973) e o ensaio Imunoenzimatico-Enzyme Linked Immunosorbent

Assay-ELISA (Voller et al. 1975).

4.5.1-Imunofluorescéncia indireta (IFI)

Este ensaio consistiu na rea¢ao de soros diluidos numa dilui¢ao inicial de 1:10, com
antigeno de epimastigotas do 7. cruzi (cepa Y) de cultivo, fixados em ldminas de
microscopia convenientemente demarcadas, confeccionadas no proprio laboratério. As
laminas foram incubadas durante 30 min, a 37° C. Apoés trés lavagens sucessivas em
recipientes proprios com PBS, procedeu-se a incubacdo com conjugado (FITC-
Biomeriéux®, Franca), nas mesmas condi¢des anteriores, seguidas de novas lavagens. Essas
laminas, que secaram a temperatura ambiente, foram montadas com glicerina tamponada e
laminula. A leitura foi realizada em microscopio de fluorescéncia, cuja luz ultravioleta ativa
o isotiocianato de fluoresceina, presente apenas nos parasitos que apresentam anticorpos
ligados a sua superficie. Os epimastigotas apresentam colora¢do verde- mac¢a. Na auséncia
de anticorpos, os parasitos permanecem com coloracdo vermelho- tijolo, ténue. Foram

considerados positivos os soros que apresentaram fluorescéncia superior a 1:40.

4.5.2- Teste imunoenzimatico (ELISA)

Formas epimastigotas do 7. cruzi (cepa Y), obtidos a partir de cultura “in vitro”,
foram adsorvidos nas cavidades de microplacas. Ap6s a incubagdo com soro de 2h e
lavagem, adicionou-se o conjugado previamente testado e titulado, composto por anticorpos
anti-IgG humana conjugada com a enzima peroxidase (Sigma Chemical® Co, USA). Apos
2h de incubagdo a 37° C e novamente lavadas, adicionou-se substrato (H>O,) e o cromdgeno

(orto—fenileno-diamina- OPD), substancia incolor que adquire coloragao sob acdo do
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substrato. A reacdo foi interrompida apds 30min com adi¢do de acido sulfurico 2,5M. A
seguir, procedeu-se a leitura da intensidade da cor obtida em cada pogo da microplaca com
auxilio de espectrofotometro (Tekam-Espectra Classic®, USA) que, indicou a reatividade de
cada cavidade em densidade optica (DO). Foram consideradas positivas todas as amostras
que possuiram DO uma vez 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 dos controles negativos
duas vezes o desvio padrao destes, sendo que o indice de referéncia foi calculado pela

divisdo da DO pelo cut off.

4.5.3- Hemaglutinac¢io indireta (HAI)

Consistiu na dilui¢do progressiva dos soros, inicialmente de 1:40 seguida de dilui¢do
seriada por quatro pocos em microplacas de poliestireno com 96 pogos, de fundo em “U”,
com capacidade de 0,25mL por pogo. A seguir adicionou-se o antigeno, constituido pelas
hemacias sensibilizadas (kit-Wiener®). Apos 1 a 2h em repouso a temperatura ambiente,
realizou-se a leitura da imagem obtida em cada pogo. Reagdes negativas foram visualizadas
como imagens puntiformes de hemacias sedimentadas no fundo do poco, de cor vermelha
intensa. Na existéncia de anticorpos, estes provocaram a sedimentacdo das hemacias em
“tapetes” que cobriram todo o fundo do poco, de cor vermelha ténue. Os soros foram

considerados reagentes quando apresentaram titulo maior ou igual a 1:40.

Os anticorpos interferentes, que podem causar aglutinacdo inespecifica, foram

eliminados com adi¢ao da solugdo protéica que possui inibidores destes anticorpos.

4.6- Diagnéstico parasitologico
4.6.1.- Hemocultura

Foram realizadas trés hemoculturas por paciente, com intervalo minimo de um més,
resultando num total de 150 testes. Para cada hemocultura em meio LIT, foram colhidos
30mL de sangue por individuo, conforme idealizado por Yaeger e descrito por Fernandes &
Castellani (1964) e Camargo (1964). O protocolo utilizado foi o de Chiari et al. (1989) com
algumas modificacdes sugeridas por Luz et al. (1994). O sangue venoso foi colhido
utilizando-se tubos vacutainer contendo heparina sodica e processado no maximo em 4h

(Figura 7).
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O sangue foi centrifugado a 2.500 rpm durante 10 min a 4°C em centrifuga (Janetzki-
K24). O plasma foi removido para tubo plastico estéril de 15mL (Falcon, USA ) e
centrifugado a parte. Ao sedimento do plasma foram adicionados 3mL de LIT (Liver
Infusion Tryptose). Ao sedimento de heméacias foram adicionados igual volume de meio de
cultura LIT (Camargo 1964) e centrifugado a 2.500 rpm durante 10 min a 4°C. A seguir, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento de hemécias resuspendido em meio LIT,
homogeneizado e aliquotas de 2-3mL distribuidas em seis tubos plasticos estéreis de 15mL

(Falcon, USA ) contendo 3mL de meio LIT, contabilizando um total de sete tubos.

Os tubos foram mantidos em estufa BOD (General Eletric- FANEM-LTDA) a 28°C e
homogeneizados duas vezes por semana para aeragdo. Aliquotas de 10uL da suspensdo de
cada tubo foram examinadas entre lamina e laminula ao microscopio com aumento de 400X
aos 30, 60, 90, 120 e 150 dias apos o repique. Para cada hemocultura foram realizados 35
exames microscopicos, que multiplicado por 150 hemoculturas totalizaram 5.250 exames
microscopicos. A partir das hemoculturas positivas foram realizados cultivos em meio LIT e

os isolados criopreservados em N, liquido a -196°C (Figura 7).

Plasma
2500 rpm 2500 rpm
4. a°.
15min
angue _ano
(heparina) (-20°C)
Meio LIT/2500 rpm
4°C-15 min '
26 a 268°C
Exames mensais
e ate 150 dias
Sedimento .
+3mll LIT Sedimento do

plasma + 3ml/LIT

Figura 7: Esquema da hemocultura, segundo Chiari et al. (1989) e Luz et al. (1994).



28

4.6.2- Avaliacio do perfil de parasitemia pelo nimero de hemoculturas positivas

e pelo numero de tubos positivos por hemocultura

O nivel de parasitemia do individuo pode ser classificado pelo numero de
hemoculturas positivas (Figura 8), quando ¢ possivel realizar mais de um teste. Foram
considerados como individuos de baixa parasitemia, aqueles que nao apresentaram nenhuma
das trés hemoculturas positivas, média parasitemia com uma hemocultura positiva em trés
realizadas e elevada com duas ou mais hemoculturas positivas (Luquetti & Rassi, 2000,
Castro et al. 2002).

A parasitemia também pode ser analisada individualmente pelo nimero de tubos que
positivam durante os 150 dias de andlise (Figura: 8). O individuo ¢ classificado como de
baixa parasitemia se, nenhum tubo se positivar neste periodo; média parasitemia, se um ou
dois tubos forem positivos e alta, se trés ou mais tubos forem positivos (Luquetti & Rassi,

2000, Castro et al. 2002).

| Avaliagdo do perfil de parasitemia ‘

Pelo namero de hemoculturas Pelo nomero de tubos positivos

positivas por hemocultura

+0HEMO positiva: <0 tubo pos/HEMO:

Baixa parasitemia Baixa parasitemia

<1 HEMO positiva: <1a 2 tubos posi HEMO:

Média parasitemia Média parasitemia

$2ou 3 HEMO positivas: 43 ou mais tubos pos! HEMO:
Alta parasitemia Alta parasitemia

*HEMO: hemocultura; pos: positivo

Figura 08: Fluxograma para avaliagdo do perfil de parasitemia pelo numero de
hemoculturas positivas e pelo nimero de tubos positivos por hemocultura.
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4.7- Criopreservacao

Para todas as hemoculturas positivas a partir de sangue de individuos infectados pelo
T. cruzi, ndo contaminadas por bactérias ou fungos, os parasitos foram criopreservados para
futuros estudos. Resumidamente, os tubos foram centrifugados, o sobrenadante descartado e
ao sedimento contendo os parasitos, adicionou-se ImL de LIT. A essa suspensio
acrescentou-se 10% de glicerina seguido de homogeneizagdo manual. Em seguida foram
feitas aliquotas de ImL distribuidas em criotubos de polietileno, os quais foram estocados a

-70°C por 24 a 48h e a seguir em nitrogénio liquido a -196°C.

4.8- Analises estatisticas

Para os calculos estatisticos foi utilizado o teste Teste X* (qui- quadrado), programa

Epilnfo version 6 (Dean et al. 1994).
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S. RESULTADOS

5.1- Dados epidemiologicos

Neste trabalho foram acompanhados 54 individuos infectados pelo 7. cruzi. Destes,
quatro foram excluidos, pois s6 participaram da primeira coleta de sangue. Dos 50 pacientes
46% foram triados por Bancos de Sangue, 42% pelo servico ambulatorial e 12% por
servicos externos ao Hospital das Clinicas/UFG. Todos foram submetidos a coleta de sangue
e tiveram a sorologia convencional (SC) confirmada no Laboratério de Pesquisa da doenga
de Chagas do Hospital das Clinicas da UFG-Goiania/GO. Em relagdo ao sexo, 40% (20/50)

sdo0 do sexo feminino e 60% (30/50) do sexo masculino (Figura 9).

® Masculino

" Feminino

Figura 9: Distribui¢do por género dos 50 individuos infectados por 7Trypanosoma
cruzi - Goidnia (GO), Brasil 2010.
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A faixa etaria variou entre 29 e 77 anos (X= 46,7 anos + 11,2 anos), assim
distribuida: 28% (14/50) com idade entre 29-39 anos, 32% (16/50) entre 40-49 anos, 26%
(13/50) entre 50-59 e 14% (7/50) igual ou superior a 60 anos (Figura 10).

35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0% T ' r

29-39 4049 50-59 >=60

idade

Figura 10: Distribui¢do por faixa etdria dos individuos com sorologia
convencional positiva para Trypanosoma cruzi-Goiania (GO), Brasil 2010.

Analisando a procedéncia foi possivel detectar que, neste grupo todos os individuos
nasceram em regides endémicas, sendo 50% (25/50) em Goiés, 40% (20/50) na Bahia e 10%
(5/50) em Minas Gerais (Figura 11)

50%

Figura 11: Origem dos 50 individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi -
Goiania (GO), Brasil 2010. GO-Goias / MG - Minas Gerais / BA-Bahia.
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5.2- Dados clinicos

A classificagao clinica para cardiopatia, dos 48 individuos com sorologia positiva foi
realizada de acordo com a avaliag@o do eletrocardiograma (ECG). Para as formas digestivas

a avalia¢do foi de acordo com exames clinicos e radioldgicos.

Dos 48 individuos que realizaram ECG, 50% (24/48) foram classificados sem
cardiopatia, 23% (11/48) com cardiopatia grau 1, 25% (12/48) com cardiopatia grau 2 e 2%
(1/48) com cardiopatia grau 3.

Quanto a forma digestiva dos 48 pacientes, 23% (11/48) apresentaram alteragdes.

Destes:
27,3% (3/11) sdo portadores de megaesofago (ME);
9,1% (1/11) de megaesofago e megacodlon (ME+MC);
45,4% (5/11) de megaesofago e alteragdes cardiacas (ME+C);
9,1% (1/11) de megacdlon e alteracdes cardiacas (MC+C) e
9,1% (1/11) de megaesofago, megacolon e alteracdes cardiacas (ME+MC+C).

Dos 10 pacientes com megaesdfago, 50% (5/10) foram classificados em

megaesofago grupo I, 40% (4/10) em grupo 2 e 10% (1/10) em megaesofago operado.

5.3- Hemocultura
5.3.1- Avaliacao do perfil de parasitemia por hemocultura seriada

Trés hemoculturas de cada individuo foram realizadas com intervalos minimos de
30 dias. Dos 50 individuos infectados por 7. cruzi, 58% (29/50) apresentaram
hemoculturas positivas sendo que 32% (16/50) foram positivos na primeira, 32% (16/50)

na segunda e 34% (17/50) na terceira amostra, independentes (Figura 12).
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% positivos

1#Hemo 2Z2Hemo FFHemo

Figura 12: Positividade da hemocultura em trés coletas independentes de sangue de 50

individuos infectados pelo T.cruzi - Goiania (GO), Brasil 2010.

Os resultados cumulativos demonstraram que, com duas amostras foi possivel
detectar o 7. cruzi em 46% (23/50) dos individuos, e com os dados da terceira amostra a

positividade foi de 58% (29/50), mostrando uma diferenca significativa (X*=5,88; p=0,05).
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A hemocultura foi persistentemente negativa em 42% (21/50) das amostras
estudadas (Tabela 3).

Tabela 3: Sensibilidade individual e cumulativa da hemocultura em trés amostras de sangue
coletadas de 50 individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi- Goiania (GO), Brasil 2010.

% Individual % Cumulativa
Hemo 1? 2% 3? 124+2% 12422432
Pos 32 32 34 46* 58%
(16/50) (16/50) (17/50) (23/50) (29/50)
Neg 68 68 66 54 42
(34/50) (34/50) (33/50) (27/50) (21/50)

Pos-positiva;Neg-negativa;Hemo- hemocultura; %percentagem; *p=0,05

Dos 58% (29/50) de individuos que apresentaram hemocultura positiva, 55% (16/29)
sdo de sexo masculino e 45% (13/29) do feminino (Figura 13), ndo apresentando diferenca

significativa entre os géneros (X’=0,29; p=0, 592)

" Masculino

® Feminino

Figura 13: Distribuicao por género dos 29 individuos infectados por Typanosoma

cruzi com hemoculturas positivas - Goiania (GO), Brasil 2010.
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Quando a positividade da hemocultura foi analisada por idade, ndo foi possivel

observar diferenga significativa em relagdo a faixa etaria (X*=6,03; p=0, 110). Tabela 4

Tabela 4: Estratificacdo da positividade das hemoculturas com a faixa etaria
dos individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi- Goiania (GO), Brasil 2010.

Idade Faixa Etaria (%) Positividade Hemocultura (%)
29-39 28 50
40-49 32 50
50-59 26 85
>=60 14 43

Dos 25 individuos procedentes de Goids 64% (16/25) apresentaram hemocultura
positiva, dos 20 nascidos na Bahia 55% (11/20) e de 5 procedentes de Minas Gerais 40%
(2/5), nao apresentando diferenca significativa de parasitemia em relacdo a regido de

origem (X*=1,46; p=0, 481).

5.3.2- Avaliacao do perfil de parasitemia dos individuos infectados pelo 7. cruzi por

numero de hemoculturas positivas

Neste estudo foi possivel detectar que 42% (21/50) dos individuos sdo de baixa
parasitemia, pois ndo apresentaram nenhuma das trés hemoculturas positivas. Dos 58%
(29/50) que positivaram 52% (15/29) sao de média parasitemia (uma hemocultura positiva
entre as trés realizadas) e os outros 48% de elevada parasitemia, sendo oito individuos com

duas hemoculturas e seis com as trés hemoculturas positivas (Tabela 5).

Tabela 5: Perfil de parasitemia dos individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi por
nimero de hemoculturas positivas-Goiania (GO), Brasil 2010.

Baixa Parasitemia Média Parasitemia Alta Parasitemia
(0 Hemo pos) (1 Hemo pos) (2 a 3 Hemo pos)
42% (21/50) 52% (15/29) 48% (14/29)

*Hemo: hemocultura, Pos: positiva
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5.3.3- Avaliacao do perfil de parasitemia dos individuos infectados pelo 7. cruzi por

numero de tubos positivos por hemocultura

Na tabela 6 sdo estratificados os dados referentes aos 29 individuos que de forma
acumulativa apresentaram 49 hemoculturas positivas. Quando analisadas em relagdo ao
numero de tubos positivos, 25 foram de média parasitemia (um ou dois tubos positivos) e 24

foram de alta parasitemia (apresentaram trés ou mais tubos positivos).

Tabela 6- Parasitemia de 29 individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi em relagao ao
nimero de tubos positivos por hemocultura - Goiania (GO), Brasil 2010.

N° de tubos positivos/

Total de 7 tubos semeados Hemoculturas positivas
N° %

1 13 26,6

2 12 24,5

3 6 12,2

4 5 10,2

5 6 12,2

6 7 14,3

7 0 0

%-percentagem, N°- nimero

5.3.4- Comparacao do perfil de parasitemia por nimero de hemoculturas positivas
versus numero de tubos positivos por hemocultura

Analisando a Tabela 7, os individuos que foram classificados como baixa
parasitemia (21/50), nd3o apresentaram parasitos detectados em nenhuma das trés
hemoculturas realizadas, consequentemente independe do nimero de tubos positvos por
hemocultura.

Dos 29 individuos que apresentaram hemoculturas positivas, quinze foram
classificados como média parasitemia, ou seja, uma hemocultura positiva em trés realizadas.
Destes, dez apresentaram somente um tubo positivo por hemocultura, um (dois tubos
positivos/hemo); trés (3 a 4 tubos positivos/hemo) e um (cinco tubos positivos/hemo).

Dos outros quatorze com alta parasitemia (duas ou as trés hemoculturas positivas),
todos apresentaram no minimo trés tubos positivos por hemocultura, sendo que 50% (7/14)

apresentaram seis tubos positivos.
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Tabela 7- Comparagao do perfil de parasitemia por nimero de hemoculturas e de tubos

positivos dos 50 individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi- Goiania (GO), Brasil
2010.

Nivel de parasitemia N° de hemoculturas N° de tubos positivos/hemocultura
positivas
Baixa Nenhuma Hemo Nenhum tubo pos/Hemo
(21/50) positiva
Média 1 Hemo positiva 10 (1 tubo pos/Hemo)
(15/29) 1 (2 tubos pos/Hemo)

3 (3 a 4 tubos pos/Hemo)
1 (5 tubos pos/Hemo)

Alta 2 ou 3 Hemo positivas | Todas hemoculturas apresentaram no
(14/29) minimo 3 tubos pos/Hemo

*Hemo- hemocultura; pos- positivo; n°-nimero

5.3.5- Positividade da hemocultura em relaciio ao periodo do exame

As hemoculturas foram examinadas mensalmente até 150 dias apods a coleta. A
maioria das hemoculturas positivas 51% (25/49) foram confirmadas com 30 dias, 20,4%

(10/49) aos 60 e 90 dias; 4,1% (2/49) aos 120 e 150 dias (Tabela 8).

Tabela 8: Positividade de 49 hemoculturas em 150 amostras de 50 individuos infectados
pelo Trypanosoma cruzi em relagao ao periodo de exame - Goiania (GO), Brasil 2010.

Periodo de exame (dias) Hemoculturas positivas
N° %
30 25 51
60 10 20,4
90 10 20,4
120 2 4,1
150 2 4,1

*N °- numero; %-percentagem
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5.3.6- Perfil de parasitemia por forma clinica — Cardiopatia e Forma digestiva

Os 48 individuos estudados foram classificados de acordo com as formas clinicas
em sem cardiopatia e com cardiopatia em diferentes graus, segundo o ECG. Analisando o
nivel de parasitemia versus forma clinica-cardiopatia (Tabela 9), individuos com perfil de
baixa parasitemia, 37% (7/48) ndo apresentaram cardiopatia, 26% (5/48) cardiopatia grau
1, 32% (6/48) grau 2 e 5% (1/48) grau 3. Individuos com média parasitemia 73% (11/48)
sem cardiopatia, 7% (1/48) cardiopatia grau 1 e 20% (3/48) grau 2. Individuos com alta
parasitemia 43% (6/48) sem cardiopatia, 36% (5/48) cardiopatia grau 1 e 21% (3/48) grau
2. Dado interessante foi observado nos individuos com baixa parasitemia, que
apresentaram mais casos de cardiopatias (26% grau 1; 32% grau 2 e 5% grau 3) quando

comparado com individuos de alta parasitemia (36% grau 1; 21% grau 2).

Para classificacdo das formas digestivas exames radiologicos e clinicos foram
utilizados, sendo que dos 48 individuos estudados 11 apresentaram alteragdes digestivas.
Analisando o nivel de parasitemia versus forma digestiva (Tabela 10), individuos com
perfil de baixa parasitemia, 67% (2/11) apresentaram ME e 33% (1/11) ME+MC+C.
Individuos com média parasitemia 20% (1/11) apresentaram ME+MC, 60% (3/11) ME+C
e 20% (1/11) MC+C. Individuos com alta parasitemia 33% (1/11) ME e 67% (2/11)
ME+C.

Tabela 9- Relagdo do perfil de parasitemia por forma clinica (cardiopatia) dos 48
individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi- Goiania (GO), Brasil 2010.

Baixa Parasitemia | Média Parasitemia Alta Parasitemia
(19/48) (15/48) (14/48)
Sem cardiopatia 37% 73% 43%
Cardiopatia grau 1 26% 7% 36%
Cardiopatia grau 2 32% 20% 21%
Cardiopatia grau 3 5% 0% 0%
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Tabela 10- Relacido do perfil de parasitemia por forma digestiva de 11 individuos
infectados pelo Trypanosoma cruzi - Goiania (GO), Brasil 2010.

Baixa parasitemia | Média parasitemia Alta parasitemia
(3/11) (5/11) (3/11)
ME 67% 0% 33%
ME+MC 0% 20% 0%
ME+C 0% 60% 67%
ME+MC+C 33% 0% 0%
MC+C 0% 20% 0%

*ME: megaesofago; MC

: megacolon; C: alteragdes cardiacas
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6. DISCUSSAO

Apesar de muitos avancos cientificos aplicados a doenca de Chagas, muitas davidas
ainda prevalecem sobre os fatores que estdo envolvidos na sua patogénese e suas
manifestagdes clinicas. Apesar da baixa sensibilidade, a hemocultura na fase crénica da
doenca de Chagas continua relevante, pois além de recuperar o parasito do sangue,
comprovar etiologicamente a infec¢do, ser utilizada em diagnosticos incomclusivo, ¢ de
grande importancia na avaliagdo do perfil de parasitemia para possivel tratamento e
validagdo da eficacia terapéutica especifica (Pifano 1954, Chiari & Brener 1966, Chiari &
Dias 1975, Minter-Goedbloed et al. 1978; Castro et al. 2006). A realiza¢ao deste método de
forma seriada contribui para aumentar a sensibilidade. (Luz et al. 1994; Castro et al. 2002).

Os resultados encontrados no presente estudo demonstraram uma sensibilidade
individual de 32% na primeira e segunda hemocultura e, 34% na terceira. A sensibilidade da
hemocultura na fase cronica de doenga de Chagas ¢ muito varidvel, citado na literatura de
0% a 94% de positividade (Chiari & Brener 1966, Chiari et al. 1989, Luz et al. 1994). Silva
et al. (1996) demonstraram que isoladamente a hemocultura foi positiva em 59,6% (31/52)
dos pacientes. Siriano (2007), analisando um grupo de mulheres com apenas uma
hemocultura, obteve 32% de positividade nas mulheres ndo gestantes, dados corroborados
pelos resultados apresentados neste trabalho.

Quando os resultados foram analisados em relacdo as hemoculturas seriadas (trés
hemoculturas), o 7. cruzi foi detectado em 58% (29/50) dos individuos. Vérios estudos
demonstraram que o nimero de hemoculturas realizadas ¢ proporcional a sua sensibilidade
(positividade). Esta sensibilidade esta relacionada a fatores intrinsecos e extrinsecos do
parasito (polimorfismo das formas sanguineas, tropismo tecidual, viruléncia e carga
parasitaria) e fatores relacionados ao paciente (origem, sexo, idade e tempo de infecc¢do).
Existem evidéncias de que a variabilidade nas taxas de positividade também esteja ligada a
qualidade dos meios de cultura e/ou das técnicas empregadas (Mourdo & Chiari 1975, Neal
& Miles 1977, Chiari et al. 1989, Luz et al. 1994). Dados semelhantes foram obtidos por
Castro et al. (2002), que obtiveram uma média de 40% de positividade em trés hemoculturas
realizadas. Luz et al.(1994) demonstraram 94% de positividade quando realizaram trés
hemoculturas. indices de positividade variando entre 86,6-97,4% tem sido relatado por

outros varios autores (Albuquerque et al. 1972, Mourdo & Chiari 1975).



41

Neste trabalho ndo foram observadas diferengas significativas na positividade da
hemocultura em relacdo ao sexo, faixa etdria e naturalidade. Nao foi possivel estabelecer
nenhuma correlagdo direta de perfil de parasitemia com forma clinica. Outros autores
também indicaram independéncia entre progressao dos sintomas clinicos e parasitemia como
demonstrado por Pereira et al. (1992) em Minas Gerais ¢ Castro et al. (1980) em Goias. O
motivo pelo qual diferentes pacientes apresentam formas clinicas varidveis permanece
desconhecido, mas, muito provavelmente, sdo determinados pela variacdo genética do T.
cruzi; todavia, nao podemos descartar aspectos relacionados ao hospedeiro.

Em relagdo aos 23 individuos infectados pelo 7. cruzi, encaminhados de bancos de
sangue para o Laboratorio de Pesquisa da doenga de Chagas do Hospital das Clinicas da
UFG-/GO, 52% (12/23) tiveram hemoculturas positivas. Esta elevada prevaléncia entre
doadores difere da estimativa prévia de que apenas 25% das doagdes de infectados com 7.
cruzi poderiam transmitir a infec¢do (Cerisola et al.1974). Este dado refor¢a a importancia
de uma rigorosa selecdo de doadores pelos bancos de sangue com triagens soroldgicas
sensiveis. A utilizagdo de kits, com custo reduzido e sensibilidade nido confidvel, pode
aumentar os riscos de propagacdo transfusional, j& que os doadores e o grupo estudado
apresentaram elevada positividade nas hemoculturas. O processo de globalizacao
influenciou muitos latino americanos de areas endémicas a buscarem melhores condi¢des de
vida em outros paises e propiciou também a propagacdo do 7. cruzi para areas nao

endémicas principalmente da América do Norte, Europa e Asia (Castro et al. 2009).

Em relagdo a positividade das hemoculturas, 42% (21/50) permaneceram negativas
nas trés amostras e 58% (29/50) foram positivas. Destas, 52% (15/29) tiveram apenas uma
hemocultura positiva, 27,6% (8/29) duas e 20,4% (6/29) as trés positivas. Estes achados
reforgam a utilizagdo deste parametro na classificagdo do nivel de parasitemia dos
individuos chagésicos cronicos. De acordo com este critério foi possivel observar que 42%
dos individuos tinham baixa parasitemia (nenhuma hemocultura positiva), 30% média (uma
hemocultura positiva) e 28% alta parasitemia (duas a trés hemoculturas positivas). Assim
58% apresentaram um nivel de parasitemia médio e alto sendo um dado importante para o
clinico no acompanhamento e avaliacdo da evolucdo clinica desses individuos e para
monitorizagdo de parasitemia antes e apoOs terapéutica especifica. Alguns estudos usando
xenodiagndstico e hemocultura demonstraram que a maioria dos individuos chagésicos
apresentam baixa parasitemia (67,5% e 59%) e apenas 9,2 e 25% deles elevada parasitemia

(Castro et al. 1983, Luz et al.1994).
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A maioria das hemoculturas foram positivas aos 30-90 dias, sendo que esse periodo
supera os obtidos por outros autores que encontraram uma positividade de 9% e 18% apods
os 60 dias (Mora 1996, Luz et al. 1994). Siriano (2007) encontrou uma positividade maior
entre 60 e 90 dias, com 22,3% e 11,6%. Mesmo sendo poucos os exames que positivaram
depois de 90 dias (4,1% com 120 dias e 4,1% com 150 dias) salientamos a importancia de
acompanhar as hemoculturas por no minimo cinco meses, principalmente pela baixa
sensibilidade da técnica e também visando o isolamento de cepas, pois a demora na detec¢ao
do parasito pode estar relacionada com o baixissimo parasitismo sanguineo e/ou com a
diferente capacidade de adaptacdo e crescimento do parasito em meios artificiais (Minter-
Goedbloed et al. 1978).

Quando relacionado o nivel de parasitemia por hemocultura versus nimero de tubos
positivos por hemocultura, encontramos uma relagdo direta entre parasitemia ¢ niumero de
tubos positivos. Aqueles pacientes que apresentaram uma Unica hemocultura positiva (média
parasitemia) em trés realizadas tinham um ou dois tubos positivos; os que apresentaram duas
ou trés hemoculturas positivas (elevada parasitemia) apresentaram de dois a seis tubos
positivos por hemocultura. Estes achados refor¢am a hipétese de que a parasitemia durante a
fase cronica ¢, em geral, uma constante para cada individuo, desde aqueles com raros
parasitos circulantes que ocasionalmente se obtém um exame positivo, até aqueles com
elevada parasitemia onde o parasito ¢ detectado em todos os exames realizados (Schenone et
al. 1977, Luquetti & Rassi 2000, Prata 2001, Castro et al. 2002).

Desse modo, sugerimos que mesmo quando se realiza apenas uma hemocultura o
numero de tubos positivos nessa amostra pode ser um forte indicador da parasitemia do
individuo como demonstrado por Luz et al. (1994). Como a hemocultura seriada ¢ um
exame demorado e laborioso, analisar o nimero de tubos positivos por hemocultura seria
suficiente para definir o perfil de parasitemia dos pacientes com média e alta parasitemia,
sem necessidade de proceder a hemocultura seriada. Com isto pode ser agilizada a liberagao
do resultado quando o clinico pretende fazer tratamento especifico. Ja para individuos com
baixa parasitemia ¢ fundamental a realizacdo das trés hemoculturas para aumentar a

possibilidade de detecg¢do do parasito.
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7. CONCLUSOES

v

A positividade esperada da hemocultura individual em infectados na fase
cronica provenientes da regido do Brasil Central ¢ constante, em torno de
33%.

A realizacdo de hemocultura seriada aumenta a positividade (sensibilidade)

do teste.

A positividade cumulativa da hemocultura foi significativa com a adi¢do da

terceira amostra.

Nas amostras estudadas o sexo e a idade dos individuos ndo interferiram na

positividade da hemocultura.

A naturalidade dos individuos ndo demonstrou ser fator de aumento de

parasitemia.

Nao foi possivel estabelecer uma relagdo direta de parasitemia com forma

clinica.

O T. cruzi foi detectado em 51% (25/49) das hemoculturas até 30 dias apds a

coleta.

A andlise com 120 e 150 dias aumenta a deteccao do parasito, principalmente

nos casos de individuos que apresentam baixa parasitemia.
Existe uma relagdo direta entre parasitemia e nimero de tubos positivos.

Analisar o namero de tubos positivos por hemocultura, seria suficiente para
definir os pacientes, com média e alta parasitemia, sem necessidade de
proceder a hemocultura seriada. Com isso, maior sera a agilidade em liberar

resultado caso o clinico almejar tratamento especifico.
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9- ANEXOS

9.1- Aprovagio do Comité de Etica em pesquisa médica, humana e animal- Hospital das

Clinicas-UFG.

SERVICOPL
MINISTERIO BA I :
UNTVERSIDAL

HOSPITAL D, v

COMITE DE EYICA EM PESQUISA MEDICA HUMANA E ANIMAL

BIICQ VEDERAL
bot ORIO

'PROTOCOLO CEPMHA/HC/UFG N.” 058/2008 Goidinia, 26/06/2008

INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL (IES): Prof’. Dra. Ana Maria de Castro

«

TITULO: ‘Avaliagdo da parasitemia por hemoculturas seriadas em pacientes chagdsicos
cronicos do laboratdrio de pesquisa da doenca de chagas do Hospital das Clinicas-UFG”

Area Tematica: Grupo IIl

Area de Conhecimento: Ciéncias Biolédgicas - Parasitologia -

Local de Realizacio: HC/UFG - Laboratdrio  de_Doencas de Chagas e IPISP -
Laboratério de Biologia, Imunologia: e Fisiologia de Protozodrios de Interesse Humano —
Setor de Parasitologia.

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goiés, apés anilise e atendimento a adequagdo
solicitada, aprovou, o projeto de Pesquisa acima referido, juntamente com os documentos

apresentados e estes foram considerados em acordo com os principios éticos vigentes.

¢ Informamos que nZo hd necessidade de aguardar o parecer da CONEP- Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa para iniciar a pesquisa.

¢ O pesquisador responsivel devera encaminhar ao CEPMHA/HC/UFG,
relatorios trimestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusio(des)
e publicacdo(des).

¢ O CEPMHA/HC/UFG pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatéria de estudo
em desenvolvimento paia avaliagdo e verificagdc do cumprimento das normas da

Resolugdo 196/96 (Manual Operacional Para Cortités de Etica em Pesquisa — Item
13)

F/bC‘W
Farm. José Mairio Coellfo Morases
Coordenador do CEPMHA/HC/UFG

12 AVENIDA, S/N%, SETOR LESTE UNIVERSITARIO - CEP: 74 605-050 - FONE: 3269 8338 - FAX: 3249 8426
GOLAN]
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9.2-TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntdrio (a), em uma

pesquisa.

Meu nome ¢ Flavia Martins Nascente, sou a biomédica responsavel sob orientagdo
da Prof*. Dra. Ana Maria de Castro, de desenvolver esta pesquisa, sendo a area de atuacao
a Biomedicina. Apos ler com atengdo este documento e ser esclarecido (a) sobre as
informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste
documento, que estd em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra ¢ do pesquisador responsavel.
Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé€ podera entrar em contato com, os pesquisadores
responsaveis, Flavia Martins Nascente, nos telefones: (62)3269-8271, 3251-3144 ou 9616-
7339. Em caso de dividas sobre os seus direitos como participantes nesta pesquisa, vocé
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa, do Hospital das Clinicas da

Universidade Federal de Goias-UFG, nos telefones: (62) 3269-8338 ou 3269-8426.
INFORMACOES IMPORTANTES SOBRE A PESQUISA

O titulo da pesquisa ¢ “Avaliacdo da parasitemia por hemoculturas seriadas em
individuoschagasicos cronicos do Laboratério de pesquisa da doenca de Chagas do Hospital
das Clinicas-UFG”. Este trabalho sera desenvolvido pela Mestranda Flavia Martins
Nascente, biomédica; e o material (sangue) sera coletado pela mesma no Laboratério de
pesquisa da doenga de Chagas do Hospital das Clinicas, centro de referéncia para doenca de

Chagas e processado no IPTSP/UFG.

Esta pesquisa tem o objetivo de avaliar a quantidade de parasitos presentes no seu
sangue utilizando a técnica da hemocultura seriada. Para tal serdo coletadas 3 amostras de
sangue venoso heparinizado ( 40 ml cada amostra) com intervalo minimo de 30 dias.
Durante o processamento do sangue coletado, o soro serd separado para técnicas

imunologicas.

Os provaveis riscos podem ocorrer pela compressao inadequada do local da puncao
venosa apods a retirada da agulha pelo (a) participante com posterior formagdo de inchaco,
pela saida de sangue podendo ou ndo surgir um pequeno hematoma no local ou ainda

lipotimia (queda de pressdo), fatos conseqiientes da coleta sanguinea.

A opcdo de participagdo ¢ totalmente voluntdria, caso ndo queira, ndo sofrera

nenhuma restricdo aos exames que foram solicitados. Nao haverd nenhum tipo de
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pagamento ou gratificacdo financeira pela sua participagdo. Todos os dados coletados serdo
utilizados apenas para esta pesquisa e ndo serdo armazenados para estudos futuros. Existira
o direito de pleitear indenizacdo em casos de danos comprovadamente decorrentes da sua

participacao na pesquisa.

Sua participagdo sera importante, pois podera contribuir para o conhecimento da
influéncia do parasito, Trypanosoma cruzi no desenvolvimento patologico da doenca de

Chagas, assim como possibilitar ao clinico uma melhor avaliac¢do clinica.
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO
DA PESSOA NESTA PESQUISA

Eu,
RG CPF , abaixo assinado, concordo em participar do estudo
“Avaliacdo da parasitemia por hemoculturas seriadas em individuos chagasicos
cronicos do Laboratério de pesquisa da doenca de Chagas”, como sujeito. Fui
devidamente informado e esclarecido pela Biomédica Flavia Martins Nascente sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu
acompanhamento/assisténcia/tratamento. Serdo garantidos o sigilo e privacidade de meus
dados pessoais.

b

Goidnia,......... [ e, /200...... .

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Assinatura Dactiloscopica:

Nome e Assinatura do Pesquisador Responsavel:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa €
aceite do sujeito em participar.

Testemunhas (nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Nome:

Observagdes complementares

Os responsdveis por deste projeto se comprometem a ndo divulgacdo e/ou
identificacdao de dados pessoais dos individuos participantes.
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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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