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RESUMO

A cura parasitoldgica e clinica da doenca de Chagas em pacientes tratados na
fase cronica é de avaliacio complexa e quando observada, ocorre tardiamente
especialmente nos tratados na fase cronica. A definicdo da cura envolve o emprego de
varios exames clinicos e laboratoriais que necessitam ser repetidos por um periodo
longo de observacdo. O objetivo deste trabalho foi realizar uma avaliacdo
epidemioldgica, clinica e laboratorial, antes e nove anos depois do tratamento etiolégico
com benzonidazol, de pacientes com infec¢do chagdsica crénica e apresentando
diferentes formas clinicas da doenca. Trinta e um pacientes tratados em 1997 foram
avaliados, epidemioldgica, clinica (anamnesis, exame fisico, ECG, RX de térax) e
laboratorialmente [hemocultura, PCR, sorologia convencional (ELISA, HAI) e ndo
convencional (pesquisa de anticorpos anti-tripomastigota vivo (AATV)]. Foi constatada
melhoria das condicdes de moradia de 51,7% dos pacientes. Do total de pacientes,
77,4% reconheceram os triatomineos vetores da doenga de Chagas e 70,9% deles
possuem algum parente vivo com doenca de Chagas ou que tenha tido esta doenga
como causa “mortis”. Dos pacientes tratados na forma indeterminada da doenca, 95,5%
(21/22) se mantiveram na forma indeterminada e somente 4,5% (4/31) do total dos
pacientes apresentaram evolugéo clinica. Dos cinco pacientes tratados que apresentavam
inicialmente alguma forma clinica, trés evoluiram clinicamente e dois permaneceram
clinicamente estdveis. Pds-tratamento, a hemocultura foi positiva em 9,6% (3/31) dos
casos sendo todos sintomadticos; a PCR foi positiva em 40% (12/30), negativa em 16,6%
(5/30) e oscilante em 43,4% (13/30) dos pacientes; as sorologias convencional e ndo
convencional, foram positivas em todas as amostras. A reagdo de ELISA
semiquantitativa comparada entre as amostras de soro de 18/31 pacientes obtidas antes e
nove anos pds-tratamento, apresentou queda soroldgica significativa (p<0,05) dos niveis
de anticorpos nos pacientes que receberam tratamento na forma indeterminada da
doenca. Nao foi observada alteragdo significativa dos niveis de anticorpos em pacientes
que antes do tratamento apresentaram alteracdes eletrocardiograficas ou radioldgicas
compativeis com doenca de Chagas. Nao foi observada mudanca significativa na
pesquisa de anticorpos anti-tripomastigota vivo avaliada pela reacdo de citometria de
fluxo, sete e nove anos apds o tratamento. Foi demonstrado pela reacio de ELISA
semiquantitativa que a diluicdo de soro 1:320 foi melhor para discriminar a queda
sorologica de anticorpos IgG anti-Trypanosoma cruzi em pacientes tratados com
benzonidazol. A variacdo de absorvancia medida antes e nove anos apds tratamento
confirmou que essa diluicdo foi melhor para avaliacdo precoce da eficicia terapéutica
na doenca de Chagas. Embora as avaliacdes laboratoriais ndo tenham revelado nenhuma
cura parasitolégica, cinco pacientes apresentaram dados laboratoriais (PCR e
hemocultura negativas e queda na reatividade soroldgica observadas apenas naqueles
que apresentaram apOs tratamento, a forma indeterminada da doenca) indicativos de
acdo terap€utica. Os resultados sugerem que o tratamento impediu ou retardou a
evolucgdo clinica da doenca de Chagas em 95,5% (21/22) dos pacientes tratados com a
forma indeterminada da doenga e em 40% (2/5) pacientes tratados com alguma forma
clinica da doenga de Chagas. Em conjunto, estes resultados sugerem ainda, mesmo na
auséncia de cura parasitologica comprovada, efeitos benéficos do tratamento uma vez
que o indice de evolugdo clinica dos pacientes tratados com a forma indeterminada da
doenca foi muito baixo (0,5%/ano). Novas avaliacdes, com periodo maior de
acompanhamento, serdo necessdrias para melhor verificar a eficdcia terap€utica.
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ABSTRACT

The parasitological and clinical cure of the Chagas disease in patients treated in
the chronic phase is of complex evaluation and when observed occurred later especially
in those treated in the chronic phase. The definition of the cure involves the use of some
clinical and laboratorial examinations that need to be repeated throughout a long period
of time. The objective of this work was to carry out an epidemiological, clinical and
laboratorial evaluation, before and nine years after the etiologic treatment with
Benzonidazole of patients with chronic chagasic infection and presenting different
clinical forms of the disease. Thus, thirty-one patients treated in 1997 were
epidemiological, clinical (anamneses, physical examination, ECG, ray-X of thorax) and
laboratorially [hemoculture, PCR, conventional (ELISA, HAI) and non-conventional
(anti-live tripomastigote antibodies (ALTA) serologies] evaluated. An improvement of
the housing conditions of 51.7% of the patients was verified. The triatomines vector
were recognized by 77.4% of the patients and 70.9% have some alive relative with
Chagas disease or that have dead having this disease as cause of death. Before treatment
twenty-two patients presented the indeterminate form of the disease and in the present
evaluation 95.5% (21/22) were clinically stable. Only 4.5% (4/31) of the total of
patients presented clinical evolution being that three of them presented
electrocardiogram or X-ray changes compatible with Chagas disease. Pos-treatment the
hemoculture was positive in 9.6% (3/31) of the cases being all they symptomatic; the
PCR was positive in 40% (12/30), negative in 16.6% (5/30) and oscillating in 43.4%
(13/30) of the patients; the conventional serology was positive in all patients. The
semiquantitative ELISA reaction, compared between sera samples of 18/31 patients,
obtained before and nine years after treatment, presented significant serological
decrease (p<0.05) of antibodies level in patients that received treatment in the
indeterminate clinical form of the disease. No significant changes of antibodies levels
were observed in patients that before treatment presented electrocardiography or in ray-
X/radiological changes compatible with Chagas disease. No significant changes were
also observed in anti-live tripomastigote antibodies (ALTA) levels by flow cytometry in
all patients seven and nine years after treatment. It was demonstrated by the
semiquantitative ELISA reaction that the serum dilution of 1:320 was the best for
discriminate the serological decrease of IgG antibodies anti Trypanosoma cruzi in
patients treated with Benzonidazole. The analysis of the absorbance evaluated before
and nine years after treatment confirmed that this dilution would be the best for
precocious evaluation of the therapeutic efficacy in Chagas disease. Although the
laboratory evaluations have not revealed any parasitological cure, five patients
presented laboratorial data (negative PCR and hemoculture and significant decrease in
serological reactivity observed only in patients that presented after treatment the
indeterminate clinical form of the disease) indicative of therapeutic action. Data still
suggest that the treatment prevented or delayed the natural evolution of Chagas disease
in 95.5% (21/22) of the patients treated with the indeterminate form of the disease and
in 40% (2/5) of the patients treated with some electrocardiography or ray-X compatible
with Chagas disease. Data still suggest that even in absence of proven parasitological
cure, benefit effects of the treatment were observed since the index of clinical evolution
of patients treated with the indeterminate clinical form of the disease was very low
(0.5%/year). New evaluations, with longer period of follow-up will be necessary to
better verify the therapeutic efficacy.
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1.0 INTRODUCAO



A descoberta da doenga de Chagas foi uma das mais completas e bem sucedidas
da histéria da biologia e da patologia parasitdria humana. Pela primeira vez na histdria,
um mesmo pesquisador descobriu a doenga, seu agente etioldgico, vetor, reservatorios
domésticos e silvestres, e animais de laboratério susceptiveis a infeccdo (COURA,

1997).

A histéria natural da doenca de Chagas tem sido amplamente estudada. Carlos
Chagas definiu duas fases evolutivas que denominou de aguda e cronica e fez a
observacdo sobre o evidente contraste entre a elevada prevaléncia de casos crénicos

frente a pequena incidéncia de casos agudos (CHAGAS, 1911).

Na fase cronica da infec¢do pelo Trypanosoma cruzi, sdo consideradas trés
formas clinicas principais: indeterminada, cardiaca e digestiva (PRATA, 1990). Entre os
fatores que atuam na patogénese da doenca de Chagas, existem alguns inerentes ao
parasito, como por exemplo, seu polimorfismo, tropismo, constituintes antigénicos,
carga parasitdria; outros, porém, estdo relacionados ao hospedeiro, como: constitui¢ido
genética, sexo, idade e resisténcia natural (TAFURI, 1987). Portanto, a exemplo do que
sucede nas doengas infecciosas em geral, multiplos sdo os fatores envolvidos na doenca

de Chagas e em grande parte desconhecidos.

Visando estimar a prevaléncia da doenca de Chagas no Brasil, foi realizado um
inquérito soroldgico em nivel nacional, entre os anos de 1975-1980, sendo encontrados
8,8% de prevaléncia da doenca de Chagas em Minas Gerais. Este estado foi considerado
um dos mais endémicos do pais (CAMARGO e cols, 1984), constituindo o Vale do

Jequitinhonha uma das areas mais afetadas com prevaléncia estimada de 35,5%.

Neste mesmo periodo, foi realizado um combate exaustivo ao principal vetor da
doenca de Chagas, o Triatoma infestans, utilizando inseticida de acdo residual. No ano
de 1983 a dedetizacdo alcancou todas as dreas do pais reconhecidas como endémicas

para o mal de Chagas (VINHAES e DIAS, 2000).

Nos anos de 1989-1999 foi realizado um inquérito soroldgico nacional em
criangas na faixa etdria de 7 a 14 anos e nascidas ap6s o inicio do Programa de Controle
da doenga de Chagas, que revelou uma prevaléncia de 0,14% (VINHAES e DIAS,

2000). Esse resultado confirmou a eficicia do programa de combate ao T. infestans, e,



em 2001, Minas Gerais alcancou o certificado de interrup¢do da transmissao vetorial da

doenca de Chagas (DIAS, 2002).

Apesar do grande esforco das autoridades sanitdrias em conter a transmissdo da
doenca de Chagas, tanto por via vetorial (com o uso de inseticidas de acdo residual, que
promoveu uma drastica diminuicio na densidade triatominica) quanto por via
transfusional (DIAS, 2002), existe ainda um nimero muito grande de pessoas com esta
infecgdo ou que necessitam de tratamento, e um grande contingente de mulheres em
idade fértil, capazes de transmitir a infec¢do para o recém-nascido (BLANCO e cols,

2000).

Esta endemia abrange uma regido que vai do sul dos Estados Unidos passando
pelo México, América Central e América do Sul. Em toda drea endémica, existem cerca
de, 13 milhdes de pessoas infectadas e 40 milhdes em risco de adquirir a infeccdo.
(WHO, 2005). Atualmente, 15 paises possuem transmissdo vetorial sendo que Uruguai,
Chile e Brasil receberam o certificado de elimina¢do da transmissdo vetorial pelo T.

infestans em 1998, 1999 e 2000, respectivamente (WHO, 1998, 1999 e 2000).

No Brasil, 80% da area endémica estd sob vigilancia epidemioldgica, com taxas
de infestacdo domiciliar por triatomineos inferior a 5%. Da mesma forma, tem sido
observada forte reducdo da infeccdo entre doadores de sangue segundo dados da
hemorrede piiblica (DIAS, 1998). E de se esperar também, a redugio dos casos de
transmissdo congénita uma vez que no prazo de 10 anos, praticamente ndo existirdo
mulheres em idade fértil infectadas pelo 7. cruzi (DIAS, 1989). No entanto, existird
ainda um contingente de individuos ji infectados que cientes ou ndo de sua condicdo
clinica, buscardo atendimento na rede publica de saide (Sistema Unico de Satide)
convertendo-se em questdo basica para as autoridades sanitdrias. Merece destaque
especial os candidatos a doacdo de sangue com sorologia positiva para o T. cruzi

(ARAUIJO e cols, 2000).

Estimativas do Banco Mundial nos did uma idéia da importincia social das
distintas doencas infecciosas na América Latina em termos de anos de vida util
perdidos, colocando a doenca de Chagas no quarto lugar, depois das infeccdes

respiratérias, da doenca diarréica aguda e da AIDS (SCHMUNIS e cols, 1994).



A terapéutica etioldgica da doenca de Chagas ja ultrapassou a fase experimental
e a sua aplicagdo clinica permitiu ao médico, diante do paciente com doenga de Chagas,
assumir uma nova atitude abandonando a pratica de mero espectador de um fenémeno
sabidamente conhecido, a evolu¢cdo natural da doenga, para tentar modificar esta

evolucdo, mediante o uso de um quimioterdpico ativo (CANCADOQO, 1997).
1.1 Revisao da literatura

Os primeiros compostos empregados para o tratamento da doenca de Chagas,
apds sua descoberta por Carlos Chagas em 1909, ndo possuiam resultados efetivos
contra o parasito, como 0s compostos de arsé€nico, tartaro emético e cloreto de merctirio,
empregados experimentalmente por Mayer e Rocha Lima em 1912 (COURA e
CASTRO, 2002).

Passaram-se quatro décadas sem o surgimento de nenhum medicamento que
atendesse os requisitos da Organizacdo Mundial de Saide que preconiza que o farmaco
a ser utilizado no tratamento da doenca de Chagas deva ser capaz de curar
parasitologicamente casos agudos e cronicos, possuir efeito em baixas doses, ser de
baixo custo, ndo apresentar efeitos teratogénicos ou tdxicos, ndo necessitar de

internacdo e ndo induzir resisténcia (BRENER, 1984).

Somente no final da década de 60 e inicio da década de 70, dois fairmacos foram
usados com relativo sucesso para o tratamento da doenca de Chagas: o nirfutimox, um
S-nitrofuran [3-metil-4-(5’-nitrofurfurylideneamine)] tetrahidro-4H-1,4-tiazine-1,1-di-
oxide (Bayer 2502) e o benzonidazol, que é um 2-nitroimidazol (N-benzil-2-nitro-1-
imidazolacetamida (ROCHE 7-1051), comercializados respectivamente com os nomes
de Lampit e Rochagan. Na América Latina a casa Roche comercializou o benzonidazol
com os nomes Rochagan®, Radanil®, Rodanil® e Ragonil®. Esses dois compostos
mostraram alta atividade experimental in vivo e in vitro contra o T. cruzi (COURA e

CASTRO, 2002).

O nifurtimox atua em nivel mitocondrial, através da geracdo de radicais de O; e
H,0, por nitroredutases que sdo compostos reativos capazes de inibir a sintese de DNA,
RNA e proteinas. Sendo o 7. cruzi deficiente em mecanismos de detoxificacdo tornan-
se susceptiveis a tais intermedidrios (anion superéxido e perdxido de hidrogénio)

(COURA e CASTRO, 2002).



O benzonidazol atua por mecanismo diferente, que envolve a modificacdo
covalente de macromoléculas por intermedidrios nitroreduzidos que interagem com o
DNA do 7. cruzi resultando em degradacdo e inibicdo da biossintese dessas

macromoléculas (COURA e CASTRO, 2002).

No final da década de 60, diversos pesquisadores sugeriram os beneficios do
tratamento com nifurtimox ou benzonidazol na fase aguda e cronica da infeccdo
(CERISOLA, 1977). Estes pesquisadores demonstraram através de estudos clinicos, o
efeito benéfico do tratamento especifico em pacientes na fase aguda, incluindo doenga
de Chagas congénita até um ano e criangas na fase cronica até cinco anos (CERISOLA

e cols, 1975; FERREIRA, 1976; ANDRADE e cols, 1996, 1998, 2004).

Passaram-se vinte anos de descrenga no tratamento de pacientes na fase cronica
devido entre outros fatores a hipdtese da existéncia de fendmenos de auto-imunidade e
dos efeitos colaterais oriundos do tratamento, sendo o mesmo recomendado somente

para fase aguda da infec¢do (SOSA-ESTANI e cols, 2006).

Os efeitos colaterais mais freqiientes com o uso de nifurtimox sdo anorexia,
perda de peso, alteracdo psiquica, excitacdo ou alteracdo do sono e manifestacdes
digestivas como ndusea, vOmito, célicas e diarréia. As reacdes adversas com o uso de
benzonidazol (Tabela-1) podem ser classificadas em trés grupos: (i) sintomas de
hipersensibilidade, (ii) depressao da medula dssea e (iii) polineuropatia (CASTRO e
cols, 1998). Desta forma, ambos, Lampit e Rochagan estdo longe de serem drogas
consideradas ideais pela medicina para o tratamento da doenca de Chagas. No entanto,
em criancas é observada maior tolerdncia ao tratamento com pouca ou nenhuma
manifestacdo de efeitos colaterais (ANDRADE e cols, 1996; SOSA-ESTANI e cols,
1998; SILVEIRA e cols, 2000; ANDRADE e cols, 2004; BAHIA e cols, 2005;
GUEDES e cols, 2006).

Além dos efeitos colaterais descritos, alguns pesquisadores relataram a
associacdo do uso de benzonidazol com neoplasma maligno em transplante cardiaco,
utilizando camundongo como modelo (BOCHIE cols, 1998; TEIXEIRA e cols, 1994,
BESTETTI, 1997).

Bestetti (1997) relatou que a miocardite chagasica aguda é grave, mas a

mortalidade é baixa. Ap6s 30 dias de infec¢do pacientes ndo-tratados apresentaram



melhora do quadro clinico com RX e ECG normais independentemente de qualquer

interven¢do, porém mantendo os testes soroldgicos positivos.

O composto disponivel atualmente no Brasil para o tratamento da doenca de
Chagas € o benzonidazol, utilizado na dosagem de 5-10 mg/Kg/dia, durante 60 dias.
Recomenda-se ndo ultrapassar a dose didria de 300mg/dia devido a estreita margem de
seguranga do medicamento em relagdo a dosagem eficaz e toxica (URBINA e
DOCAMPO, 2003) e, se for necessdrio calcula-se a dose total do paciente distribuida

em mais de 60 dias.

Dentre as drogas também utilizadas para o tratamento da doenga de Chagas
podem ainda ser mencionadas o alopurinol, que demonstrou efeitos similares ao
nirfutimox e ao benzonidazol, e o risedronato que sdo inibidores da sintese de purinas.
Os derivados azdlicos como o albaconazol, cetoconazol, itraconazol, posaconazol e
ravuconazol o ICI195.739, o D0870 e a TAK187 estdo mostrando efeitos promissores
tais como o posaconazol e ravuconazol, que apresentam efeitos curativos contra o T.
cruzi, como demonstrado por alguns autores, em infec¢des experimentais (GUEDES e

cols, 2006; BAHIA e cols, 2005).
1.1.1 Indicacoes do tratamento

O tratamento da doenca de Chagas foi inicialmente indicado no Brasil em 1986,
durante a fase aguda de qualquer natureza, forma cronica recente (criangas e
adolescentes chagasicos), forma indeterminada e cardiaca incipiente (em cariter de
investigacdo clinica), na forma digestiva com coracdo normal, e em transplantes de
orgdos (Segunda Reunido Anual sobre Pesquisa Aplicada em DCh realizada em 1986;

OPS, 1998; WHO, 2002).

Em adultos, embora faltem evidéncias que garantam o sucesso dessa terapia em
diferentes circunstancias, o tratamento pode ser instituido na forma crénica recente.
Para essa finalidade o Consenso Brasileiro em doenga de Chagas (2005) definiu como

“recente” o periodo de cinco a doze anos ap6s a infecgao inicial.

Para a fase cronica de maior duragdo, o Consenso Brasileiro em Doenca de

Chagas indica o tratamento na forma indeterminada e nas formas cardiacas leves e



digestivas. Ndo ha evidéncias de beneficios, em relacdo a evolugdo clinica, do

tratamento da doenca na forma avangada.

A controvérsia sobre o tratamento na fase cronica deve-se aos diferentes
resultados encontrados por diferentes pesquisadores e pela falta de padronizacdo dos
critérios de cura e de testes que atestem a eliminacdo do parasito. A maioria dos estudos
incluem pacientes adultos na fase cronica usando diferentes esquemas terapéuticos e

testes para avaliar a tolerancia e eficdcia do tratamento.

O Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas (2005) ndo recomenda o
tratamento com benzonidazol durante a gestacdo devido a possibilidade de causar
insuficiéncia renal e insuficiéncia hepatica. Nos casos de doenca de Chagas congénita,
foi demonstrado que o tratamento precoce (até o sexto més apds o nascimento) com
nifurtimox ou benzonidazol foi efetivo em 66% a 100% dos casos. O sucesso da terapia,
no entanto, ird depender, sobretudo, do diagnéstico e tratamento precoces, como
demonstrado por Russomando e cols (1998) e Blanco e cols (2000). Os estudos usando
nifurtimox e benzonidazol demonstram claramente que o diagndstico e tratamento
especifico precoces aumentam as chances de se obter cura parasitoldgica reforcando a
necessidade de identificagdo de mulheres gravidas infectadas que vivem ou emigram de

regides endémicas, e de diagndstico e tratamento precoce dos recém-nascidos

(SCHIJMAN e cols 2003).

Achados recentes t&€m confirmado que a utilizagdo do tratamento € benéfica para
o paciente em todas as fases da doenca de Chagas (ANDRADE e cols, 2003), uma vez
que ele pode prevenir sua evolucdo clinica, melhorando o prognéstico (HIGUCHI,
1995; ANDRADE e cols, 1998; SOSA-ESTANI e cols, 1998; BAHIA-OLIVEIRA e
cols, 2000).

O tratamento em grande escala em areas endémicas pode também diminuir a
parasitemia de individuos infectados na populacdo, como relatado por alguns
pesquisadores (SOSA-ESTANI e cols, 1998; SOSA-ESTANI e SEGURA 1999; SOSA-
ESTANI e SEGURA, 2006 BRAGA e cols, 2000; DE CASTRO e cols, 20006),
reduzindo provavelmente o risco de transmissdo como salientado por Ferreira (1976)

que relatou a importancia da eliminacdo do 7. cruzi da corrente sanguinea de pacientes



com doenca de Chagas cronica, como uma medida que poderd contribuir para a

interrupg¢do da cadeia de transmissdo da doenga em dreas endémicas.
1.1.2 Tratamento na fase aguda da doenca de Chagas

Na fase aguda, o tratamento deve ser realizado em todos 0s casos, € 0 mais
rdpido possivel apds confirmacdo diagndstica, independente da via de transmissdo.
Nesse sentido considerando os ensaios clinicos realizados no Brasil e na Argentina
demonstrando a eficicia do tratamento na fase cronica recente, considera-se que devem
ser tratadas todas as criangas com idade igual ou inferior a 12 anos, com sorologia
positiva. A doenca de Chagas na fase aguda é de notificacio compulsoéria, segundo o
Consenso Brasileiro em doenga de Chagas (2005) e previamente estabelecido pelo

préprio Ministério da Satide.

Cerisola e cols (1975) foram os pioneiros a encontrar sorologia negativa em 80%

dos pacientes tratados na fase aguda da doenca de Chagas.

Ferreira (1976) empregando diferentes posologias do benzonidazol em 20
pacientes na fase aguda e cronica da infeccio obteve melhores resultados com a dose de
6-10mg/kg/dia durante 60 dias. Neste trabalho os pacientes foram avaliados durante um
ano por xenodiagnostico, reacdo de imunofluorescéncia e reacdo de fixa¢do do
complemento. Os pacientes tratados na fase aguda apresentaram melhora apds 48 horas
de iniciado o tratamento com desaparecimento de todos os sintomas apds duas semanas.
Foram considerados curados 70% dos pacientes tratados na fase aguda da infec¢do pelo
T. cruzi. As avaliagGes clinicas, radioldgicas e eletrocardiogréficas dos pacientes nao

revelaram diferencas significativas antes e depois do tratamento pelo Benzonidazol.

Ferreira (1988) relatou cura em sete de 10 (70%) dos pacientes tratados na fase
aguda. Andrade (1996) encontrou 55,8% de soro-conversdo (positivo para negativo) em
criangas tratadas (7,5mg/kg/dia durante 60 dias) com benzonidazol acompanhadas por 3
anos, e 5,5 % de soro-conversdo (positivo para negativo) em pacientes que receberam
placebo em um total de 130 criancas. Os resultados da avaliacdo eletrocardiografica ndo
mostraram diferengas significativas entre os grupos tratados e ndo tratado, mas o autor

ndo contra indicou o tratamento com benzonidazol.



Dias e Coura (1997) em um acompanhamento de pacientes com doenca de
Chagas aguda tratados com benzonidazol por um periodo de dez a vinte anos,

observaram cura em 75% dos casos.

Segundo Brener e cols (1993), o emprego do benzonidazol no tratamento
especifico durante a fase aguda da doenca de Chagas tem alcangado indices de cura de
50-70% dos casos. Esses dados fortalecem ainda mais a importancia do diagndstico e
tratamento precoces para o sucesso terapéutico e demonstram melhor atividade anti-

tripanosomicida desse medicamento na fase aguda da doenca de Chagas.

Andrade e cols (1998) comparando 141 criangas de 7 a 12 anos soropositivas
ndo tratadas com 282 soronegativas encontraram 11,3% de alteracdes
eletrocardiograficas no grupo soropositivo e 3,5% de alteracdes eletrocardiograficasnos

nos soronegativos.

Brito e cols (2001) realizaram um trabalho com 87 pacientes com infec¢do por
T. cruzi tratados, 37 na fase aguda e 48 na fase cronica. Os autores utilizaram 58
pacientes assintomadticos como grupo controle os quais s6 receberam placebo. Foi
obtida negativacdo da PCR em 73% dos casos tratados na fase aguda e 65% dos tratados
na fase cronica. Os autores sugerem a utilizacdo da PCR como padrio ouro para
controle de cura parasitolégica, mesmo tendo apresentando resultados negativos em
47% dos pacientes ndo tratados. Este resultado de baixa sensibilidade da PCR pode
refletir a parasitemia intermitente, usualmente encontrada em pacientes com doenga de
Chagas e até mesmo naqueles que foram tratados e ndo apresentaram cura

parasitoldgica.

Andrade (2004) encontrou 64% de soro-conversdo (positivo para negativo) no
grupo tratado e 21% de soroconversdo no grupo nao-tratado em um acompanhamento
de seis anos em criangas de 7-12 anos de idade tratadas com benzonidazol
(7,5mg/kg/dia durante 60 dias). Apds tr€s anos, foi observada maior diminui¢do dos
anticorpos no grupo tratado, em compara¢do ao grupo ndo-tratado e nenhum caso de

alteracdo do ECG nos pacientes tratados.

Os trabalhos sobre tratamento da infec¢do pelo 7. cruzi demonstram que, se
instituido precocemente, o tratamento promove cura em grande parte dos pacientes

infectados que ainda ndo evoluiram para a fase cronica da infec¢do. No entanto, o



rapido restabelecimento do quadro clinico do paciente, o grande nimero de pacientes
oligo ou assintomaéticos, assim como a breve duracdo da sintomatologia aguda, quando
esta existe (aproximadamente quatro semanas), dificultam o diagndstico na fase aguda
da infeccdo. Desta forma, a infec¢do progride para a fase cronica, onde se encontra a
maioria das pessoas infectadas pelo 7. cruzi e quando o tratamento é menos eficaz e

apresenta grande controvérsia de resultados como sera descrito a seguir.
1.1.3 Tratamento na fase cronica da doenca de Chagas

No final da década de 80, a impressao de que o benzonidazol ndo tinha a¢do nem
efeito sobre a evolugdo da doenca de Chagas crdnica, a qual seria predominantemente
imuno-dependente, desestimularam o tratamento da doenca de Chagas e até mesmo a
publicacdo de resultados de tratamentos realizados em pacientes na fase cronica

(COURA e cols, 1997).

Os estudos revelavam que a indicagdo do tratamento na fase cronica nao trazia
segurang¢a devido as dificuldades relacionadas ao tempo prolongado do tratamento com
drogas tdxicas potencialmente carcinogé€nicas (TEIXEIRA e cols, 1989-1990) e as
restricdes na avaliagdo do controle de cura devido a baixa parasitemia e a baixa

sensibilidade das técnicas em detectar o parasito.

No entanto com os avangos, sobretudo da biologia molecular, e posteriormente a
“reabilitacdo” do parasito como principal responsdvel pela patogénese da doenga,
mesmo na fase cronica (HIGUCHI e cols, 1993), somado a melhoria nas técnicas de
diagndstico parasitolégico como imunohistoquimica e a PCR, a comprovagdo de melhor
evolucdo de casos cronicos tratados com benzonidazol em relacio a casos ndo-tratados
(VIOTTI e cols, 1994), voltou o interesse pelo uso das drogas até entdo disponiveis,
pela reavaliag@o e publicacdo de resultados de casos anteriormente tratados e, talvez,
pelo emprego de novos esquemas com doses mais baixas e prolongadas, em tratamentos

sucessivos (COURA e cols, 1997).

No entanto uma revisdo da literatura revela, na verdade, dados bem
contraditérios. Libonatti e cols (1979) em estudo feito na Argentina, ndo observaram
diferencas eletrocardiograficas em pacientes tratados e ndo-tratados com nifurtimox na

fase cronica da doenga de Chagas.

10



Manzullo e cols (1982) relataram que na Argentina ndo houve diferencas na
evolugdo clinica de pacientes tratados na forma indeterminada da doenga de Chagas em

relacdo aos nao tratados.

Macedo e cols (1984) acompanharam pacientes durante sete anos e nao
encontraram alteragdes estatisticamente significativas no ECG de 180 pacientes tratados

comparados com 89 ndo-tratados, ambos na forma indeterminada da doenca.

Macedo e Silveira (1987), no Brasil, ndo encontraram diferencas
estatisticamente significativas na evolucdo clinica de 171 pacientes na forma
indeterminada, tratados e ndo tratados, quando acompanhados por sete anos. Dos 171,
13 apresentaram alteracdes eletrocardiograficas, sendo sete (6,7%) no grupo nao-tratado
e seis (8,8%) no grupo tratado. Este estudo nos coloca diante da necessidade de
publicacdes que considerem as investigagdes longitudinais sobre a infeccdo chagésica
crOnica em pacientes curados e em comparacdo com grupo de pacientes ndo-tratados.
Tais informag¢des poderdo definir a importincia da presenga do 7. cruzi e seus produtos

antigénicos no processo evolutivo da doenca cronica.

Teixeira e cols (1989) avaliaram 38 pacientes tratados (28 com nifurtimox e 12
com benzonidazol), e acompanhados por oito anos, demonstrando que os perfis
parasitoldgico, imunoldgico e eletrocardiogrifico de chagdsicos tratados sdo
indistinguiveis daqueles observados nos pacientes ndo-tratados. Os resultados
encontrados demonstraram, ainda, que o tratamento das infec¢des pelo 7. cruzi com
nitrofuranos tripanocidas ndo determinou modificagdes tardias nos perfis das reacdes
imunes especificas nem tampouco na morbidade da doenca de Chagas avaliada pelo

eletrocardiograma.

No entanto Ferreira (1990) demonstrou cura em 10% (5/50) dos pacientes
tratados com benzonidazol que se encontravam na fase cronica indeterminada da doenga

de Chagas acompanhados por um periodo médio de sete anos.

Ianni (1993), apds nove anos de seguimento de 33 pacientes tratados na forma
indeterminada, sendo 18 controles ndo-tratados, nao encontrou diferenca entre os grupos
tratados e ndo-tratados. Neste trabalho, foi também relatado que até 1/3 dos pacientes

tratados apresentaram sérios efeitos colaterais que levaram a interrup¢do do tratamento.
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Miranda e cols (1994) encontraram maior porcentagem de estabilizacdo do
quadro clinico em pacientes tratados (89%) do que nos ndo-tratados (10,5%) em
acompanhamento de 16 anos, mostrando nimeros muito mais promissores que outros
semelhantes, com doses usuais. Possivelmente o tempo maior de avaliacdo pods-

tratamento foi importante na obtencdo de melhores resultados.

Viotti e cols (1994) em um seguimento de oito anos de 131 pacientes argentinos
com idade média de 46 anos tratados com benzonidazol (5- mg/kg/dia duante 30 dias) e
70 ndo tratados, observou menos alteragdes ECG no grupo tratado (4,2%) do que no
grupo ndo-tratado (30%), sugerindo estabiliza¢do do quadro clinico. O tratamento com
benzonidazol ainda diminuiu significativamente os titulos sorolégicos, demonstrando
cura parasitoldgica em dois pacientes. Foi encontrado soroconversdo em 19,1% dos
pacientes tratados e 6% de soroconversdo nos ndo-tratados. A maioria dos pacientes

apresentou sorologia positiva ap6s oito anos de acompanhamento.

Em 1996, houve duas reunides que tiveram como objetivos a coleta de
experiéncias e demarcacdo das reais capacidades dos compostos conhecidos a propdsito
do tratamento etioldgico especifico da doenca de Chagas. Estiveram presentes varios
profissionais interessados nesse tipo de terapéutica e os encontros foram promovidos
pelo Ministério da Sadde e pela Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. Neste
encontro foram apresentados resultados de cura de criancas até 12 anos de idade por
meio de tratamento com Benzonidazol, estando elas na fase crénica da infeccdo,
mostrando a importancia de tratar individuos cronicamente acometidos (AMATO-

NETO, 1998).

Fragata-Filho e cols (1995) acompanhando por sete anos 71 pacientes
encontrou deterioracdo clinica mais freqiiente no grupo ndo-tratado (14%) do que no
grupo tratado (7%). O autor relatou, no entanto, grande porcentagem de pacientes com

efeitos colaterais.

Coura e cols (1997) acompanharam 77 pacientes com doenca de Chagas cronica,
ndo mostrando alteracdes clinicas, eletrocardiograficas e radioldgicas um ano apds o
tratamento em relacdo ao grupo nao-tratado. O breve periodo de acompanhamento pode

ter sido responsavel pelo fracasso dos resultados.
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lanni e Mady (1997) relataram apds andlise da literatura, que os resultados
terapéuticos de pacientes com doenca de Chagas cronica sdo absolutamente

discordantes, ndo gerando uma indicacio segura para sua utilizacdo.

Por outro lado Sosa-Estani e cols, (1998) demonstraram uma significante
diminuicdo nos titulos de anticorpos medidos por IFI, HAI e ELISA, apds quatro anos
de acompanhamento, encontrando 62% das criancas tratadas com benzonidazol
soronegativas e nenhuma do grupo placebo quando usaram como antigeno uma proteina
flagelar (F29). O xenodiagnéstico foi positivo em 4.7% do grupo tratado e 51.2% do

grupo controle mostrando a eficdcia do benzonidazol em criancas de até 12 anos.

Gontijo e cols (1999) relataram que os estudos clinicos, mostraram a baixa

eficacia do benzonidazol em pacientes na fase cronica.

Braga e cols (2000) demonstraram que o tratamento ndo leva a cura
parasitolégica em chagdsicos cronicos, pois em avaliagdo de 17 pacientes tratados ha 10
anos, 17 nao tratados e 17 controles, verificaram que os resultados observados entre os
dois grupos de pacientes eram iguais, revelando a necessidade de uma melhor definicdo

para o papel do tratamento em pacientes com doenga de Chagas cronica.

Fabro e cols (2000) encontraram, na Argentina, menores alteragdes cardiacas no
grupo tratado (3,2%) do que no grupo ndo-tratado (7%). Encontraram, também, menor
evolucdo da doenca em tratados (5,9%) do que nos ndo-tratados (13%), apds 14 anos de
acompanhamento de 198 pacientes com forma cronica da doenga de Chagas. Porém
essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Apesar dos pacientes tratados terem
apresentado melhor evolugdo clinica é ainda continuava sendo necessirio estabelecer
melhores diretrizes, de acordo com principios étnicos e cientificos baseados no

risco/beneficio do tratamento para o paciente.

Silveira e cols (2000), apesar da administracdo do tratamento precoce e longo
tempo de acompanhamento, encontraram progressdo da cardiopatia chagésica ou da
esofagopatia em 33% das criangas de 7-12 anos de idade na fase indeterminada

(7Tmg/kg/dia durante 60 dias) e acompanhadas por até 20 anos.

Ianni e cols (2001) relatou que pacientes na forma indeterminada no Brasil, t€ém

uma boa evolucdo, com pequeno desenvolvimento de alteragdes eletrocardiograficas,
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sem alteracdo da fracdo de ejecdo do VE, independente de qualquer intervencdo

terapéutica.

Cancado (2002) apresentou a investigacdo da taxa de cura apds tratamento com
benzonidazol em pacientes com doenga de Chagas aguda (21 pacientes) e cronica (113
pacientes com formas clinicas diversas) acompanhados por 13 a 21 anos. A cura foi
encontrada em 76% dos pacientes na fase aguda e 8% dos pacientes na fase cronica.

Mesmo com a baixa porcentagem de cura, o autor justifica o tratamento na fase cronica.

Coura e Castro (2002) relataram que a ocorréncia de evolugdo clinica apds
tratamento especifico é controversa e que os resultados existentes na literatura nao sdo
convincentes devido a diferengas na casuistica, diferentes métodos de avaliacdo, tempo

de acompanhamento e interpretagdo dos dados.

Em uma revisao realizada por Villar e cols (2002) de 43 artigos indexados foram
encontrados apenas cinco estudos com desenho estatistico, de acordo com a Medicina
Baseada na Evidéncia, com ensaios clinicos prospectivos, randomizados, duplo cego,
entre outros. Dois estudos foram realizados em grupos de adolescentes e trés em adultos
(Andrade e cols, 1996; Sosa-Estani e cols, 1998; Coura e cols, 1997). Em outra
publicacdo de andlise retrospectiva de estudos de tratamento apresentada por Coura
(2004), foram expostos os resultados de destacados grupos brasileiros que tinham
realizado experiéncias de tratamento na fase cronica, sendo uma caracteristica comum a
baixa porcentagem de curados — com uma média de 8%, e um tempo de
acompanhamento dos pacientes inferior aos 10 anos. Finalmente, o grupo de Luquetti e
Rassi (2002) publicaram preliminarmente, os resultados do acompanhamento sorolégico
de um dos maiores grupos de pacientes tratados na América Latina, demonstrando que a
soroconversdo dos pacientes adultos curados sé se verificava apdés 10-15 anos pOs-
tratamento. Este grupo verificou diferenca entre outros estudos nos quais a cura

parasitolédgica foi de 20 a 25% (Luquetti e Rassi, 2002).

Streiger e cols (2004) ndo encontraram diferenga estatisticamente significativa
na situag@o clinica de 95 criangas (1 a 14 anos) com doenga de Chagas tratadas (71) e
ndo-tratadas (24) durante acompanhamento médio de 8 a 24 anos. Estes autores apenas

relataram que a porcentagem de cura € maior quanto menor for a idade do paciente.
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Zulantay e cols (2005) na Argentina, ndo observaram diferengas entre a melhoria
no tracado eletrocardiografico e a persisténcia do parasita em 30 pacientes tratados com
Alopurinol e Itraconazol acompanhados por sete anos. No entanto a efetividade
demonstrada desses dois medicamentos na fase cronica foi inferior ao benzonidazol e

nifurtimox.

Reyes e Vallejo (2005) concluiram que ndo existem evidéncias suficientes para
definir os efeitos do Rochagan e Nifurtimox para tratar pessoas com cardiopatia

chagdsica cronica concordando assim com as conclusdes de lanni e Mady (1997).

Diversos estudos realizados através de testes soroldgicos e parasitolégicos
demonstraram cerca de 90% de efetividade do tratamento em criangas tratadas na fase
aguda e 70% de efetividade do tratamento de criangas na fase crOnica recente
(ANDRADE e cols, 1996; SOSA-ESTANI e cols, 1998; RUSSOMANDO e cols, 1998
e STREIGER e cols, 2004). Por outro lado, ndo se conseguiu demonstrar as mesmas
taxas de efetividade em pacientes adultos com doenca de Chagas cronica (FABRO e

cols, 2000 e VIOTTI e cols, 2006).

Os resultados de Viotti e cols (2006) sugerem melhoria, mas ndo comprovam
que o tratamento traga beneficios para os pacientes na fase cronica. Os autores relatam a
necessidade da realizacdo de um estudo randomizado, duplo-cego, para confirmar o

beneficio do tratamento nesses pacientes.

Na realidade, ainda ndo se sabe a dimensdo em que ocorre a cura, podendo
variar de 6,0% a 36,0%, dependendo de quem interpreta os resultados e dos critérios de

cura empregados (PRATA, 2001).

Embora o impacto dos pacientes com doenga de Chagas cronica possa diminuir
em longo prazo, se novos pacientes nao forem mais infectados, no momento atual ele se
torna prioritirio. Tais pacientes representam grande sobrecarga para os servigos de
saude, necessitando de cuidados especiais nos diversos niveis de atendimento, uma das
atribuicdes previstas na vigilancia epidemioldgica da doenga (DIAS, 2000). De qualquer
modo, na perspectiva de programas de satide publica, ndo hd indicacdo de tratamento
em larga escala para adultos na fase cronica (Consenso Brasileiro em doenca de Chagas,

2005).
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Quando o tratamento € usado para pacientes na fase cronica, é observada uma
diminui¢do raramente muito baixa no titulo de anticorpos. A diminui¢do dos titulos
pode iniciar apds cinco ou mais anos, € depende da idade em que o paciente recebeu o
tratamento e o periodo de acompanhamento destes pacientes. Taxa de cura
parasitoldgica muito variada t€m sido relatadas em pacientes tratados na fase cronica da
infecgdo por pesquisadores que foram capazes de acompanhar estes pacientes por

periodos de 10-20 anos (CANCADO, 2002; VIOTTI e cols, 2006).
1.1.4 Critério de cura na doenca de Chagas

Existem duas categorias de testes para avaliar a cura do tratamento especifico
anti-7. cruzi: os testes parasitologicos, que buscam a demonstragdo do parasito
(hemocultura e xenodiagndstico), e os testes soroldgicos incluindo a sorologia
convencional como por exemplo a ELISA, IFI e HAI e a sorologia ndo-convencional,
que pesquisa um anticorpo litico presente em infecgdes ativas através das técnicas de
Lise Mediada pelo Complemento ou a pesquisa de anticorpo anti-tripomastigota vivo
(AATV) pela Citometria de Fluxo (MARTINS-FILHO e cols, 1995, CORDEIRO e
cols, 2001). Uma outra alternativa € a utilizacdo de técnicas moleculares baseadas na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que procuram a deteccdo de kKDNA do parasito

(BRITO e cols 2001; CASTRO e cols, 2002; GALVAO e cols, 2003).

Galvdo (1993) demonstrou uma diferenca significativa entre o comportamento
parasitolégico e sorologico dos pacientes tratados. Com este trabalho foi possivel
classificar os pacientes de acordo com os resultados dos exames parasitoldgicos,
sorologia convencional e ndo-convencional. Foram considerados curados, aqueles
pacientes que apresentaram exames parasitolégicos negativos, sorologia convencional e
ndo-convencional negativas (8,5%), ndo curados aqueles que apresentaram exames
parasitolégicos positivos e/ou negativos, sorologia convencional e ndo-convencional
positivas (42,5%), oscilantes aqueles em que nao foi possivel tirar quaisquer conclusdes
(21,0%) uma vez que os resultados da sorologia convencional e ndo-convencional eram
oscilantes entre positivo/negativo; e dissociados aqueles que apresentaram sorologia
convencional positiva e sorologia ndo-convencional negativa (28%). Se os pacientes
considerados dissociados, apesar da sorologia convencional positiva, fossem
considerados curados, a porcentagem de cura na infec¢do chagdsica cronica aumentaria

para 36,5%.
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Uma corrente de pesquisadores s6 considera como curados os pacientes que
apresentam, além da negativacdo dos testes parasitolégicos, a sorologia convencional
também negativa, o que pode acontecer muitos anos apds o desaparecimento do
parasito. Outra corrente considera curados os pacientes dissociados (Galvao e cols,
1993; Martins-Filho e cols 1995) que apresentam testes de sorologia ndo-convencional
(pesquisa de anticorpo litico ou anticorpos anti-tripomastigota vivo — AATV pela
citometria de fluxo) negativos o que pode ocorrer antes da negativacdo da sorologia
convencional, desde que acompanhados de exames parasitologicos (xenodiagnéstico
e/ou hemocultura) também repetidamente negativos. No entanto, a OPS (1998) e a
WHO (2002) s6 aceitam como critério de cura a negativacio simultdnea dos exames

parasitolégicos e da sorologia convencional.

Cancado e cols (1973) consideram que o prazo de controle parasitologico de um
ano poderia ser o bastante para demonstrar o desaparecimento do 7. cruzi, desde que os
pacientes revelem elevada parasitemia antes do tratamento. Os autores julgam
indispensavel que as reagdes soroldgicas negativem ou caiam a titulos mais baixos que
os da fase anterior ao tratamento para que se possa afirmar que houve desaparecimento

do T. cruzi.

Prata (2001) relatou que os titulos de anticorpos podem diminuir, mas nao
necessariamente indicam cura uma vez que alguns pacientes acompanhados por longo

tempo mostraram evolugdo da doenca.

Castro e cols (2002), avaliando o parasitismo em 60 pacientes, verificaram que
70% deles apresentaram hemocultura positiva e 86,7% apresentaram PCR positiva.
Houve concordéncia entre a positividade da PCR e a hemocultura em 41,1%. Os autores
relatam a importancia de se estudar a parasitemia do paciente antes de se iniciar o
tratamento, sugerindo também a utilizacdo de no minimo duas amostras de sangue de
cada paciente e no minimo dois testes para se ter um aumento consideravel no

diagnéstico parasitologico utilizado para avaliagcdo da eficicia terapéutica.

Sosa-Estani e cols em 1998, utilizando o antigeno recombinante F29 como
critério de cura em 95 criancas de seis a 12 anos tratadas com Benzonidazol, observou a
soroconversdo para ndo-reativo em 62% dos individuos comparada com 11,3%

encontrados na sorologia com os antigenos convencionais, demonstrando a importancia
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de se usar antigenos recombinantes no auxilio do critério de cura para pacientes

tratados.

Cancado (1999) relata que em acompanhamentos prolongados sdo obtidos
resultados negativos em testes parasitoldgicos, indicando cura, porém esses resultados
podem estar refletindo periodos de auséncia ou de baixa parasitemia, pois o autor
admite que em alguns casos a parasitemia € reduzida, mas a doenga ndo é curada. No
entanto a cura da fase aguda é acompanhada pela negativacdo completa e persistente
dos testes sorologicos quando feitos cerca de um ano apds o tratamento. Na verdade é
que na fase cronica, por razdes niao conhecidas, a soro-conversao € baixa, levando anos
para negativagdo dos testes, necessitando de longos periodos de acompanhamento. Para
este autor a cura da doenga de Chagas € baseada ndo somente em xenodiagndstico e
hemocultura, mas também na eliminagdo de anticorpos especificos detectados na
sorologia convencional e ndo-convencional, como demonstrado em um trabalho feito
com 134 pacientes com doenca de Chagas e tratados na fase aguda (21) e cronica (113)
que demonstrou cura de até 76% na fase aguda e de apenas 8% na fase cronica

(CANCADO, 1999).

O critério de cura constitui um aspecto controverso entre os pesquisadores,
principalmente pela ocorréncia de resultados contraditdrios entre os testes de sorologia
nao-convencional (LMCo e a pesquisa de AATV) e a sorologia convencional (ELISA,
IFI, HAI) como mencionado anteriormente. Estes udltimos podem continuar positivos
por muitos anos apds o tratamento (CANCADO, 1999). Deste modo, o critério de cura
em doenca de Chagas deve ser um somatdrio dos resultados de vdrias técnicas, tais
como métodos parasitoldgicos diretos e indiretos, moleculares, soroldgicos, sejam eles
da sorologia convencional ou ndo-convencional, aliados a melhoria ou desaparecimento

dos sintomas clinicos do paciente (CANCADOQO, 1999).

Por conseqiiéncia, em dreas de campo sdo poucos os estudos controlados sobre a
terapéutica especifica, onde o acompanhamento dos pacientes torna-se dificil, por falta
de condicdes laboratoriais e de profissionais capacitados para fazé-lo adequadamente

(COURA e cols, 1997).
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1.1.5 Doenca de Chagas em Berilo

Através do servigo Nacional de Maldria, foi realizado no final dos anos 40, o
primeiro estudo entomoldgico do Vale do Jequitinhonha. Em meados da década de 70,
um inquérito sorolégico no municipio de Berilo, revelou 35,5% de prevaléncia para
infeccdo pelo T. cruzi. Em 1982, a SUCAM encontrou o Panstrongylus megistus em

69,5% das espécies capturadas com 13,1% de triatomineos infetados com o 7. cruzi.

Dias e cols (1985), através do Centro Regional de Diamantina e a Fundacio
Oswaldo Cruz, foram os primeiros a realizar um inquérito de soro-prevaléncia em
Minas Gerais. Analisando uma amostra nao selecionada de 3.730 pessoas os autores
encontraram 35,1% de prevaléncia de infeccdo pelo 7. cruzi na regido do Vale do

Jequitinhonha.

Entre os anos de 1985-1986, duas borrifagdes com BHC (fase de ataque) foram
realizadas na cidade de Berilo. Na primeira avaliacdo realizada em 1987, foram
constatadas as conseqiiéncias benéficas destas acdes refletidas na diminui¢do do niimero

de triatomineos capturados no intradomicilio.

Aguilar (1988), utilizando o teste de imunofluores¢éncia indireta em eluatos de
sangue coletado em papel de filtro, examinou 1.150 pacientes habitantes de diferentes
localidades do municipio, e encontrou uma prevaléncia de 12,7% de pessoas
soropositivas em Berilo. Em um estudo feito com 177 pacientes chagdsicos e nao-
chagdsicos que fizeram parte de um estudo seccional, foram obtidas informagdes de
ocorréncia de morte de 21 pacientes durante o periodo de os 10 anos de observagdo. A
mortalidade geral entre os soropositivos foi de 1,9% ao ano, 5,6% vezes maior do que
no grupo soronegativo. A letalidade da cardiopatia foi de 2,6% ao ano. A morte subita
foi mais freqiiente do que a morte por insufici€ncia cardiaca congestiva. Em dez anos, a
doenca de Chagas evoluiu progressivamente em 28% dos pacientes soropositivos. A
evolucdo progressiva foi mais freqiilente entre os pacientes que ja tinham

eletrocardiogramas alterados (Aguilar, 1988).

Montoya (1998) realizou um estudo seccional de 1987 a 1997 sobre a morbidade
da doenga de Chagas no municipio de Berilo avaliando 2.261 individuos encontrando

uma prevaléncia geral de 18% e de 50% para os maiores de 30 anos. Néo foi encontrada
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soropositividade entre os menores de 10 anos examinados, sugerindo que a transmissao

vetorial estava controlada na area.

Em areas onde os triatomineos domiciliados foram controlados, o cenario €
composto por conseqiiente eliminacio da infeccdo chagdsica constatada pela sua baixa

prevaléncia em criangas e jovens (MONTOYA e cols, 2003)

Em Berilo a incidéncia de cardiopatia chagdsica foi de 1,5% ao ano
(MONTOYA, 1998). Incidéncia semelhante a encontrada no municipio vizinho, Virgem
da Lapa, por Borges-Pereira e cols (1992). Montoya (1998) encontrou no municipio de
Berilo, através de um estudo pareado entre soropositivos e soronegativos para a
infeccdo pelo 7. cruzi, uma prevaléncia de alteracdes eletrocardiograficas de 55,7%
entre os pacientes com doenga de Chagas e 13,7% nos individuos do grupo controle,
demonstrando a alta prevaléncia de cardiopatia neste municipio entre os individuos com

doenca de Chagas.

z

Segundo registros do cartério local, a doenga cardiaca é a primeira causa de
morte na populacdo adulta, cabendo a doenga de Chagas um importante lugar como

causa de morbidade associada a mortalidade.

Com o intuito de verificar se a vigilncia epidemioldgica implantada na regido
de Berilo estava sendo bem conduzida, Borges e cols (2006) realizaram um estudo sobre
a soroprevaléncia da doenca de Chagas em escolares de 7-14 anos residentes do
municipio de Berilo e encontraram uma prevaléncia de 0,53%, sugerindo que a

transmissao vetorial estava controlada na regido.

Machado de Assis (2006) avaliou o programa de controle da doenga de Chagas
no municipio de Berilo encontrando 35 unidades domiciliares positivas e um total de
391 triatomineos capturados, sendo 72% da espécie Panstrongylus megistus e 28% da
espécie Triatoma pseudomaculata. Esta ultima espécie, considerada secundaria na
regido Sudeste e também no Vale do Jequitinhonha, apresentou aumento consideravel e
pela primeira vez foi constatada sua domiciliagdo em Minas Gerais, aspectos estes que
demonstram uma crescente importincia deste vetor na regido (Machado de Assis,
2006). Nenhum destes triatomineos apresentou infec¢cdo pelo 7. cruzi e mais uma vez a
espécie Triatoma infestans nao foi encontrada. No entanto, é importante ressaltar que a

continuidade predominante da presenga do P. megistus na regido e a crescente
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importancia de espécies secunddrias indicam a necessidade de atualizacdo e

aperfeicoamento da vigilancia epidemioldgica na regido.
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2.0 JUSTIFICATIVA

Considerando a existéncia no municipio de Berilo, Vale do Jequitinhonha, MG,
de pacientes com diagnéstico prévio da doenca de Chagas, tratados especificamente
com benzonidazol e nunca avaliados pds-tratamento, os baixos indices de cura obtidos
com este composto e a contradicio dos resultados das avaliacdes de resposta ao
tratamento encontrado na literatura, particularmente em adultos na fase cronica da
doenca, o projeto se justifica na tentativa de verificar a eficicia terapéutica deste
tratamento e seu impacto na evolugdo clinica da doenga de Chagas apds nove anos de
sua administragdo, em um grupo de pacientes de uma regido endémica com transmissao

vetorial controlada e sob vigilancia epidemiolégica efetiva.
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3.0 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar os aspectos epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais de pacientes do
municipio de Berilo, Vale do Jequitinhonha, MG, tratados hd nove anos com

benzonidazol.

3.20Dbjetivos especificos:

e Avaliar a situagdo epidemioldgica dos pacientes.
e Avaliar a evolugdo clinica dos pacientes;
e Avaliar o perfil laboratorial empregando o critério de cura atual;

e Comparar os resultados laboratoriais dos pacientes obtidos antes (1997) e
nove anos apods (2006) o tratamento etiolégico considerando a forma

clinica do paciente;

e Padronizar e estabelecer critérios de interpretagdo para um ensaio
imunoenzimdtico semiquantitativo aplicivel na monitoracdo de cura

pos-terapéutica da doenga de Chagas;

e Utilizar a metodologia de ELISA semiquantitativa na monitoragio

precoce de cura pés-terapéutica da doencga de Chagas;

e Estabelecer um método alternativo de andlise da metodologia de ELISA
semiquantitativa e da pesquisa de anticorpos anti-tripomastigota vivo
(AATYV) pela citometria de fluxo na monitoracio precoce de cura pOs-

terapéutica da Doencga de Chagas.
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4.0 CASUISTICA E METODOS
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4.1 Area de estudo

Este estudo foi desenvolvido no Municipio de Berilo, pertencente ao Vale do
Jequitinhonha, MG. Como outras cidades da regido, Berilo tem suas origens ligadas a
exploracao de ouro e diamantes. Em 1759, ja era mencionada como freguesia de Minas
Novas, com 4.132 habitantes e 464 casas. Em meados do século XVIII, com a escassez
do ouro e diamantes, a populacdo descobriu nas terras férteis, as margens do rio

Aracuai, a op¢do pela agricultura plantando principalmente milho e algodio.

Em 1877, passou a se chamar Agua Limpa; que s6 recebeu o nome Berilo em
1923, quando ainda pertencia ao distrito de Minas Novas, de onde se emancipou apenas
em 1962. Com 4rea territorial de 586 quildmetros quadrados, o municipio se localiza no
nordeste do estado de Minas Gerais, e limita-se com os municipios de José Gongalves
de Minas, que se emancipou de Berilo em 1997, Francisco Badard, Virgem da Lapa,

Chapada do Norte, Cristalia e Grao Mogol.

A sede do municipio, com infra-estrutura urbana, estd a 436 metros de altitude e

distancia de 660 quilometros de Belo-Horizonte, a capital do Estado (Figura - 01).

Figura — 01 Localizacao do municipio de Berilo no Estado de Minas Gerais.

BELO HORIZONTE

Segundo o censo de 2007, Berilo apresenta uma populacio de 13.197 habitantes,
sendo 23% na zona urbana e 77% na zona rural. O municipio € dividido em um distrito

e 35 comunidades e possui, desde 1998, um hospital de 40 leitos.
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4.2 Avaliacao dos pacientes.

Inicialmente 34 dos 36 pacientes tratados por Montoya em 1998 foram
localizados e convidados pelos agentes de saide da Secretaria Municipal de Satide a
comparecer no Hospital Municipal de Berilo para serem submetidos a avaliacdes
laboratoriais e clinicas. Foi oferecido ao paciente um esclarecimento dos objetivos do
estudo a ser realizado e das avaliagbes laboratoriais e clinicas a que eles seriam
submetidos. Aqueles que concordaram em participar do projeto assinaram apos leitura,
o Termo de Consentimento aprovado pelo Conselho de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos do Centro de Pesquisa René Rachou - Fiocruz, Proc. 07/2002 (Anexo I).
4.3 Informacoes anteriores ao tratamento

Dos pacientes localizados foram encontradas as informacdes clinicas e
laboratoriais de 25 pacientes obtidas e registradas antes da administracio do tratamento,
bem como o esquema terapéutico ao qual foram submetidos. Estas informacdes foram
resgatadas dos arquivos do Dr. Roberto Montoya Aratijo, enquanto aluno de Doutorado
do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, para serem comparadas com os dados
obtidos ao longo deste trabalho. Todas as informagdes estavam anotadas em fichas
clinicas e catalogadas no Laboratério de Medicina Tropical do Instituto Oswaldo Cruz,
Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ. Trés dos 34 pacientes nunca foram localizados pelo fato de
terem migrado para outro destino ndo atendendo ao nosso convite nem mesmo apds

ajuda de seus familiares e amigos.

4.3.1 Diagnostico laboratorial e clinico

Todos os 31 pacientes apresentaram sorologia reativa nas reacdes de ELISA e
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) com resultados 100% concordantes no ano de 1997,
ndo necessitando de uma terceira técnica para confirmagdo do diagndstico. A
absorbancia (D.O) na reagdo de ELISA variou de 0,248 a 1,328 e os titulos soroldgicos

de 40 a 320 na imunofluorescéncia indireta.

A faixa etdria dos pacientes antes do tratamento variou de 6 a 37 anos, trés
estavam com menos de doze anos de idade e quatro com menos de 20 anos de idade
anos de idade. Dezenove dos 25 pacientes apresentavam a forma indeterminada da
doenca de Chagas, cinco apresentavam alguma alteracdo cardiaca e um apresentava

sintomatologia digestiva (Tabela I). Em seis dos 31 casos ndo foi possivel saber a
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forma clinica apresentada anteriormente ao tratamento porque as anotagdes nas fichas
clinicas ndo estavam legiveis. No entanto, eles também foram avaliados clinica e

laboratorialmente, como os demais.

Tabela I — Faixa etdria e forma clinica apresentada pelos pacientes portadores da infec¢do chagdsica do

municipio de Berilo, Vale do Jequitinhonha, MG, Brasil, antes do tratamento etioldgico.

Faixa etaria Numero de Forma Clinica Forma clinica
pacientes (N nao obtida
0-6 1 Indeterminada _
)
7-12 2 Indeterminada _
(2)
13-18 3 Indeterminada (2) -
Cardiaca (1)
19-24 5 Indeterminada (3) -
Cardiaca (2)
25-30 11 Indeterminada (6) 3
Cardiaca (1)
Digestiva (1)
31-36 7 Indeterminada (3) 3
Cardiaca (1)
37-42 2 Indeterminada (2) o
Total 31 25 6

4.3.2 Tratamento dos pacientes

Antes do tratamento, Montoya realizou exames de sangue em todos os pacientes
para verificar qualquer tipo de contra-indicacdo, tais como insuficiéncia hepdtica e
renal. Para avaliar a insuficiéncia hepatica foram dosadas as enzimas alanina-
aminotransferase e aspartato-aminotransferase. A insuficiéncia renal foi avaliada pela

dosagem de creatinina. Todos os pacientes se mostraram aptos a iniciar o tratamento.

Os pacientes foram tratados com o nitroderivado benzonidazol (N-benzil-2-
nitro-imidazol acetamida) da Roche, nome comercial Rochagan. O esquema terapéutico
adotado foi de 5-10mg/kg/dia durante 60 dias. Foram considerados como pacientes que
receberam tratamento completo aqueles que tomaram o medicamento na dosagem
indicada durante 50 dias ou mais (24 pacientes) e pacientes que receberam tratamento
incompleto aqueles (trés pacientes) que tomaram a dosagem indicada durante 40-49

dias.
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Dos demais (quatro paciente) ndo foi possivel saber exatamente como foi tomada a

medicacdo.

Os pacientes foram submetidos a avaliacdes clinicas quinzenais ou em
decorréncia de surgimento de efeitos colaterais sobre os quais os pacientes foram
advertidos previamente. Nos casos em que ocorreram efeitos adversos graves foi feita a
suspensdo do tratamento temporariamente, em fung¢do das avaliacdes clinica e
laboratorial. Somente um paciente com 37 anos de idade precisou interromper a
medicagdo durante cinco dias por causa do surgimento de efeito secundario moderado,

retomando o tratamento em seguida.

Dentre as reagdes adversas, foram observadas: perda de apetite (13/31), astenia
(11/31), exantema (8/31), dor abdominal (5/31), cefaléia (5/31), nduseas e vOmitos
(3/31), artralgia e mialgia (2/31). Dos 31 pacientes avaliados, 11 ndo apresentaram

reacOes adversas.

Cada individuo foi avaliado segundo o delineamento experimental apresentado

na Figura 2.
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

31 pacientes
localizados

Andlise sobre tratamento recebido, efeitos colaterais e informagdes
clinicas e laboratoriais antes do tratamento

Assinatura do termo de consentimento
(Proc. 07/2002 CPgRR)

Aplicacdo do questionario
clinico-epidemioldgico

Avaliagdo laboratorial
Avaliagao clinica Hemocultura (Chiari e cols, 1989, modificada)

Questiondrio Clinico (Histéria Sorol. Convencional (Voller, 1975, modificada),

clinica: anamnese e exame Sorol. ndo-convencional (Cordeiro e cols,
fisico), ECG, Raio X de térax 2001)

PCR (Gomes e cols, 1998, modificada)

Comparagao dos dados obtidos:
antes e depois do tratamento

Figura 2 — Delineamento experimental.
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4.4 Avaliacao pos-tratamento
4.4.1 Avaliacao clinica

A avaliagdo clinica dos pacientes foi feita mediante cuidadoso preenchimento de
ficha clinico-epidemioldgica (Anexo II), anamnese, exame fisico, radiografia do térax
(RX) e eletrocardiograma (ECG). Posteriormente foi feita comparagdo entre os dados
obtidos pelo Dr. Roberto Montoya (Montoya, 1998) antes do inicio do tratamento e os
atuais. A classificacdo clinica dos pacientes foi a mesma utilizada por Montoya (1998)

como descrita abaixo:
4.4.2 Estudo eletrocardiografico

Em cada paciente foram realizados dois eletrocardiogramas, em repouso, com
registro das doze derivacdes cldssicas seguindo os mesmos critérios anteriores ao

tratamento, da New York Heart Association (NYHA).
Foram considerados normais os seguintes achados eletrocardiograficos:
(1) valores de freqiiéncia cardiaca entre 50 e 120/min,
(2) arritmia sinusal,

(3) padrdo i’ em V1 se ndo estavam presentes outros critérios de bloqueio de

ramo direito,

(4) ondas R altas em V5 em individuos menores de 35 anos se ndo estavam

associadas a alteracdes da onda T ou do segmento ST.

Os ECG foram avaliados com base nos critérios usados por Maguire e cols,

(1983)
(A) ECG anormal, quando apresenta uma ou mais das seguintes alteracdes:

(1) grandes ondas Q ou QS,

(2) hipertrofia ventricular,

(3) alteracdes da onda T e do segmento ST de tipo isquémico,
(4) bloqueio atrioventricular,

(5) defeitos da condug@o intraventricular,
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(6) taquicardia supra ou ventricular,
(7) extra-sistoles multiformes ou repetidas,
(8) ritmo juncional,

(9) fibrilagao ou flutter atrial.

(B) ECG “boderline”, aqueles que ndo foram classificados como anormais e
nos quais registrou-se uma ou mais das seguintes alteracoes:

(1) eixo indeterminado,

(2) intervalo PR curto,

(3) transtornos inespecificos da onda T e do seguimento ST,

(4) extra-sistoles supraventriculares ndo repetidas,

(5) extra-sistoles ventriculares monomorficas ndo repetidas,

(6) baixa voltagem do QRS e

(7) ondas P largas.

(C) ECG normais: auséncia de qualquer uma das alteragdes consideradas

como “‘boderline” ou anormal.

Na andlise dos resultados -eletrocardiograficos foram consideradas mais

sugestivas de cardiopatia chagésica crOnica as seguintes alteragdes:
(1) bloqueio AV (BAV),
(2) bloqueio de ramo direito (BRDIII),
(3) hemibloqueio anterior esquerdo (HBAE),
(4) extra-sistoles complexas (EVC) e
(5) zonas eletricamente inativas (ZEI).

Para avaliar os ECG foram utilizadas as duas metodologias anteriormente
mencionadas porque foram as mesmas utilizadas por Montoya nove anos atrds e porque
permitiam ter comparabilidade com os resultados das avaliagdes cardioldgicas

realizadas agora.

4.4.2.1 Grau de Cardiopatia
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A classificacdo do grau de cardiopatia foi estabelecida com base em critérios
clinicos e eletrocardiogréficos segundo a classificagdo adotada por peritos da OMS/OPS

(OMS/OPS, 1974), que definiu os seguintes graus:

Grau I: infec¢do chagdsica sem indicagdes clinicas, radioldgicas e

eletrocardiogréficas de lesdo cardiaca;

Grau II: infec¢@o chagdsica com sintomatologia moderada ou nula, radiologia normal
ou indicagdo de hipertrofia cardiaca leve com alteragdes eletrocardiogréficas do tipo
extra-sistoles ventriculares, bloqueio incompleto ou completo do ramo direito do
feixe de His, bloqueio incompleto auriculo-ventricular, bloqueio incompleto ou

completo do ramo esquerdo do feixe de His e alteracdes da repolarizacdo ventricular;

Grau III: infeccdo chagasica com sintomatologia evidente, hipertrofia cardiaca
moderada e alteragdes eletrocardiograficas do tipo bloqueio completo do ramo direito
do feixe de His com desvio do eixo elétrico para a esquerda; zonas eletricamente

inativas; bloqueio auriculo-ventricular completo ou fibrilagdo ou flutter auricular;

GRAU 1V: infeccdo chagdsica com sintomatologia muito pronunciada, com
insuficiéncia cardiaca. O estudo radioldgico revela cardiomegalia extrema e o
eletrocardiograma indica alteragdes graves e multiplas (arritmias complexas e graves ou

extensas zonas eletricamente inativas).
4.4.3 Estudo radiografico (RX)

Em cada paciente foi realizado RX do térax para determinar a ocorréncia de
aumento do indice cdardio-tordcico. Em pacientes que apresentaram alguma
sintomatologia digestiva foi realizado radiografia de térax obliqua anterior direita
contrastada com sulfato de bario para determinar o grau de alteracdo esofdgica de

acordo a metodologia de Rezende e cols, (1960).
4.4.3.1 Classificacao da forma digestiva (megaesofago)
A classificagcdo do megaesofago foi feita segundo Resende e cols (1960):

Grupo I: Esofagos de calibre aparentemente normal ao exame radiolégico, transito lento

e pequena retengdo de contraste;
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Grupo II: Es6fagos com pequeno a moderado aumento de calibre, aprecidvel retencéo
de contraste, observam-se com freqiiéncia ondas tercidrias, associadas ou ndo a

hipertonia do esdfago inferior;

Grupo III: Esbfagos com grande aumento de calibre, hipotonia do es6fago inferior,

atividade contrétil reduzida ou inaparente e grande reten¢do de contraste;

Grupo IV: Dolicomegaesdfagos. Esofagos com grande capacidade de retengao,

atonicos, alongados, dobrando-se sobre a cipula diafragmatica.
4.5 Classificacao das formas clinicas adotada neste trabalho

Os pacientes foram classificados pelo clinico responsdvel nas seguintes formas
clinicas: indeterminada, cardiaca e digestiva. Os pacientes que apresentaram forma
cardiaca foram classificados em cardiaca leve (Grau I e II), moderada (Grau III) e grave
(Grau IV). A forma digestiva foi classificada em Digestiva grupo I, grupo II, grupo III e
grupo IV segundo Resende e cols, (1960).

4.6 Avaliacoes dos pacientes nove anos apos tratamento
4.6.1 Evolucao clinica

Para interpretacdo da evolucdo da doenca de Chagas apds nove anos de tratamento
etiolégico foram adotados os critérios utilizados por Coura e cols, (1985) e Borges-

Pereira e cols, (1985):

a) inalterada: auséncia de mudanca da forma clinica ou grau de comprometimento

cardiaco e/ou esofagico.

b) progressiva: mudanga da forma clinica de menor para maior nivel de gravidade
ou mudanga de comprometimento cardiaco e/ou esofagico de um grau inferior

para outro superior.

c) regressiva: mudanga da forma clinica de maior para menor nivel de gravidade
ou mudanca de comprometimento cardiaco e/ou esofdgico de um grau superior

para um grau inferior.
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d) para obito: através de informagdes obtidas através do cartdrio ou de familiares,

buscaram-se as causas e tipos de morte.
4.6.2 Avaliacao epidemiolégica

A avaliagdo epidemioldgica foi feita através de um questiondrio aplicado por um

dos membros integrantes da equipe do projeto (Anexo 2).
4.6.3 Avaliacoes laboratoriais
4.6.3.1 Obtencao, coleta e preparo das amostras

A participacdo dos voluntdrios neste estudo consistiu na doagdo de sangue
venoso periférico coletado através de sistema a vicuo (Vacuntainer, BD) quando 30mL
de sangue foram utilizados para hemocultura, SmL para realizacio da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) e SmL para obtencdo do soro destinado ao diagndstico
soroldgico. Para obtencdo do soro as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10
min, divididas em duas aliquotas, conservadas a temperatura de -20°C e encaminhadas
ao Laboratério de Parasitologia da Universidade Federal de Ouro Preto e Centro de
Pesquisa René Rachou-Fiocruz, onde foram realizadas as diversas metodologias de
andlise utilizadas como critério de cura (exames parasitolégicos: hemocultura, PCR),
sorologia convencional (HAI e ELISA) e sorologia ndo convencional (pesquisa de
anticorpos anti-tripomastigota vivo — AATV pela citometria de fluxo). Todos os exames
foram realizados em duplicata para cada coleta realizada. Uma coleta de sangue foi

realizada no ano de 2004/2005 e outra no ano de 2006.
4.6.4 Avaliacao parasitologica

A avaliag@o parasitologica foi feita pela realizagdo de hemocultura e reacdo em

cadeia da polimerase (PCR). A positividade destes exames € indicativa de fracasso

terapéutico.
4.6.4.1 Hemocultura

Foram realizadas duas hemoculturas para cada paciente com intervalo minimo
de seis meses entre as coletas. A técnica foi processada imediatamente apods a coleta do

sangue segundo a metodologia de Chiari e cols, (1989) com as modificagdes
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introduzidas por Luz e cols, (1994). O volume de sangue coletado por paciente foi
proporcional ao peso corporal seguindo a propor¢dao de 30mL de sangue para um peso
corporal de 60 Kg, coletado em tubo estéril contendo heparina e processado em camara
asséptica. Apds imediata centrifugacdao a 3.000 rpm, durante 10 minutos, o plasma foi
descartado. O sedimento celular foi lavado a seguir com meio LIT. Apds nova
centrifugacdo nas mesmas condicdes anteriores, a camada sobrenadante foi descartada.
Em seguida, a camada de leucdcitos foi cuidadosamente retirada e semeada em trés
tubos plasticos de 15 mL contendo cinco mL de LIT. A papa de hemdcias foi
subdividida em trés volumes iguais, e semeada em trés tubos de 15 mL contendo cinco

mL de LIT.

Os tubos foram mantidos em estufa BOD (General Electric) a 28° C e
homogeneizados trés vezes por semana. O exame para verificacdo de flagelados foi
realizado no 30°, 60°, 90° e 120° dias apds a coleta, ao microscépio Optico, com aumento

de 400X.
4.6.4.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi realizada em duas amostras de sangue do paciente, com excecdo de
apenas um caso. Para a realizagdo da técnica de PCR foi utilizada a metodologia
inicialmente padronizada por Britto e cols (1993) e posteriormente modificada por
Gomes e cols (1998) com pequenas modificagdes. Para tal, 5 a 10 mL de sangue foram
coletados em igual volume de Guanidina-HCl 6M/EDTA 0,2M pHS,0 (Sigma Chemical
Company, USA) e mantido a temperatura ambiente por sete dias. Apds esse periodo, o

sangue foi entdo fervido por 30 minutos antes de se iniciar a extracdo do DNA.

Para cada extracdo de DNA, uma aliquota de sangue de 200 puL foi transferida
para um tubo de microcentrifugacdo e adicionados 100 puL de fenol pH 7,2 (Sigma
Chemical Company, USA) e 100 pL de cloroférmio (Sigma Chemical Company, USA).
A mistura foi homogeneizada lentamente por dois minutos e centrifugada a 10.000 rpm
durante cinco minutos. O sobrenadante foi retirado e ao sedimento foi adicionado 100
puL de dgua milli-Q estéril, seguido de agitagdo por um minuto e centrifugagdo a 10.000
rpm durante cinco minutos. O sobrenadante foi coletado e adicionado ao sobrenadante
anterior. Ao sobrenadante foram adicionados 300 puL de cloroférmio gelado (Sigma,

Chemical Company, USA) e a mistura foi homogeneizada por um minuto e
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centrifugada a 10.000 rpm durante cinco minutos. O sobrenadante foi transferido para
um novo tubo e precipitado em gelo na presenca de acetato de sédio 3M, pH 5,8 (10%
do volume do sobrenadante) e dois volumes de etanol absoluto gelado. A mistura foi
homogeneizada lentamente por vinte vezes, e deixada em repouso imersa em gelo por
vinte minutos. ApOs a precipitacdo, a mistura foi centrifugada por quinze minutos e o
sobrenadante desprezado por inversdo. Ao tubo foram adicionados 120uL de etanol
70% e o tubo foi colocado em um banho de gelo por 15 minutos. Apés centrifugacao a
10.000 rpm durante cinco minutos, a camada liquida foi desprezada e o DNA

ressuspenso em 20 pL de dgua deionizada estéril e estocado a 4°C.

Para amplificacdo, dois puL de amostra foram colocados em termociclador
automatico (MinCyclerTM) junto com Tris HCL 10mM (pH 9,0), 75mM de KCI, 3,5
mM de MgCl,; 0,1% Triton X100; 0,25 mM de cada um dos deoxinucleotideos (dATP,
dCTO, dGTP e dTTP), 0,5U de Tag DNA polimerase (Platinum, Invitrogen) e
10pmoles de cada iniciador (S35 e S36), descritos por Avila e cols (1990) em um
volume final de 11 pL. A amplificacdo foi feita em um termociclador MJ Research
(Ramsey, MN, USA), modelo PTC-150, usando o seguinte protocolo: desnaturacio
inicial 5 min a 94°C, seguida de 35 ciclos consistindo de um minuto de desnaturagio a
950C, um minuto de anelamento a 65°C e um minuto de extensdo a 72°C, com uma
extensdo final de 10 minutos a 72°C. Os primers se anelam nas micro-regides
conservadas do minicirculo do kDNA, para amplificacdo dos fragmentos da regido
varidvel, originando um produto de aproximadamente 330 pares de base (pb). A mistura
foi entdo acrescida de 20 uL de 6leo mineral para evitar evaporagdo. A 65°C e 1 minuto

de extensdo.

O produto amplificado pela PCR foi visualizado através de uma eletroforese em
gel de poliacrilamida 6%, seguido de fixa¢do em solucdo de etanol 10% e acido acético
0,5%. A seguir, foi adicionado ao gel uma solucdo de nitrato de prata 0,2% e posterior

revelacdo com NaOH 0,75M e formaldeido 0,1M (Santos e cols, 1993)

4.6.5 Avaliacao sorolégica

Todos os pacientes localizados foram examinados por técnicas de sorologia
convencional (SC), Hemaglutinacdo Indireta (HAI), reacdo imunoenzimdtica — ELISA,
e por uma técnica ndo convencional, técnica de pesquisa de anticorpos anti-

tripomastigota vivo (AATV) pela citometria de Fluxo.
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4.6.5.1 Sorologia convencional
4.6.5.1.1 Hemaglutinacao indireta (HAI)

Foi empregado para esta reagdo o kit Hemacruzi HAI (bioMérieux, Brasil).
Resumidamente, e seguindo as recomenda¢des do fabricante, a técnica consistiu na
dilui¢do dos soros a 1:20 e 1:40 no diluente apropriado e sua posterior distribui¢cdo em
microplacas com cavidades em fundo em “U”. A seguir, adicionou-se ao soro diluido a
preparagdo antigénica constituida de hemdcias de galinha sensibilizadas com antigenos
citoplasmdticos e de membrana do 7. cruzi. Apés rapida e suave agitagdo, a microplaca
foi incubada durante uma hora, a temperatura ambiente. A leitura foi feita a olho nu, e a
imagem de cada poco foi avaliada. A amostra foi considerada reagente quando as
hemécias estavam distribuidas de forma homogénea no fundo do pogo em forma de
“manto” ou “tapete”, cobrindo todo ou parcialmente o fundo da cavidade; ndo reagente
quando as hemdcias ficaram acumuladas em sedimento na forma de um botdo no fundo
do poco; e indeterminada quando ocorreu um padrao diferente dos descritos acima. O
limiar de reatividade utilizado para maior sensibilidade foi a diluicdo do soro a 1:20, e
para maior especificidade a diluicdo utilizada foi a de 1:40, como recomenda o

fabricante.
Em todos os testes foram incluidas amostras de soros controles, positivo e negativo.
4.6.5.1.2 Teste imunoenzimatico (ELISA)

A reacdo de ELISA foi realizada com dois objetivos: simplesmente como
diagnéstico da infecgdo por 7. cruzi — dilui¢do do soro a 1:80 - e como controle de cura.
Para controle de cura esta técnica foi realizada paralelamente em soros coletados dos
mesmos pacientes aqui estudados antes do inicio do tratamento por Montoya, (1998) e
nos soros coletados pela nossa equipe nove anos pds-tratamento. Estes soros estavam
armazenados a -20°C na FIOCRUZ do Rio de Janeiro. Foram localizadas amostras de
soro de 26 dos 31 pacientes em reavaliagdo. Ndo foram localizadas as amostras de soro

coletadas antes do tratamento de cinco pacientes (N*: 4, 10, 12, 14 e 25).

As amostras avaliadas neste trabalho foram testadas no mesmo dia
paralelamente com “mistura” de soros de pacientes também de Berilo ndo infetados

(NIbe) por T. cruzi, infectados ndo tratados (INTbe), infectados tratados ndo curados
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(TNC), e infectados tratados curados (TC), nas dilui¢des sucessivas ao dobro de 1:80
até 1:2560, com o objetivo de comparar o perfil das curvas soroldgicas dos pacientes
avaliados em nosso estudo com os demais grupos. Os soros de pacientes TNC e TC
foram gentilmente cedidos pelo Prof Dr. Olindo Assis Martins Filho, do laboratério de

Doenca de Chagas do Centro de Pesquisa René Rachou — Fiocruz, Belo Horizonte, MG.

A reacdo de ELISA foi realizada empregando antigeno proveniente de formas
epimastigotas da cepa Y do T. cruzi, mantidas em meio LIT. Os flagelados foram
isolados na fase exponencial de crescimento, tratados com solugdo de NaOH 0,15M, em
banho de gelo por 18 horas e o pH neutralizado com HCI 0,15M (Vitor e Chiari, 1987).
O antigeno obtido foi dosado pelo método de Lowry e cols (1951) e depois conservado

em congelador a -20°C até o uso.

O teste de ELISA foi realizado segundo a metodologia de Voller e cols. (1975)
com amostras dos soros nas dilui¢des citadas anteriormente em funcdo dos objetivos da
pesquisa, antigeno na concentracdo de 4,5ug/mL e conjugado anti-IgG humana,

marcado com peroxidase na diluicdo 1:10.000.

Inicialmente, microplacas com 96 cavidades em fundo chato, contendo 100
mL/orificio de antigeno da forma epimastigota de 7. cruzi diluido em tampao carbonato

pH 9,6 foram incubadas por pelo menos 12 horas a 4° C para adsor¢@o do antigeno.

Ap6s a etapa de adsor¢@o o excesso de solugdo antigénica foi desprezado e as
placas lavadas quatro vezes com solucdo de lavagem (PBS-T). Em seguida as placas
foram bloqueadas com 100 mL/orificio de PBS com soro fetal bovino (SFB), incubadas
por 30 minutos a 37°C, e novamente submetidas a quatro lavagens com solucio de

lavagem.

As placas foram postas em contato com os soros previamente diluidos e apds
suave agitacdo, incubadas a 37°C por 45 min. Apés nova lavagem, realizada, como
anteriormente, foi feita nova incubacdo a 37°C por 45 min na presenca de
100mL/orificio do conjugado (imunoglobulina anti-IgG humana conjugada com
peroxidase diluida em PBS-T 0,05%). As placas foram novamente lavadas quatro vezes
e incubadas com 100mL/orificio de solucdo de substrato (3mg de Orto-fenileno-

diamino (OPD) + 3mL de H202 vol.30 + 15 mL de tampdo citrato-fosfato) durante 15
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min a 37°C. Apds a incubag@o, foram adicionados 32mL/orificio de dcido sulfirico para

interromper a reacao.

A leitura da reacdo foi feita em espectrofotdmetro para microplacas equipado
com filtro de 490nm. O ponto de corte para a leitura foi calculado seguindo a seguinte
equacdo: Ponto de corte = média das absorbancias dos 10 controles negativos + 3
desvios padrdes. A zona de indeterminacao foi definida pelos valores de densidade otica
compreendidos entre o ponto de corte = 10%. A amostra foi considerada reagente
quando apresentava uma absorbincia maior que o limite superior da zona de
indeterminacdo; ndo reagente quando apresentava absorbdncia menor que o limite
inferior da zona de indeterminagdo e indeterminada quando apresentava absorbancia
dentro da zona de indeterminacdo. Em todos os testes foram incluidas amostras de soros

controles positivo e negativo para doenca de Chagas.

O indice de reatividade (IR) das amostras obtidas antes e depois do tratamento
foi calculado dividindo-se o valor da densidade Optica encontrada pelo valor

determinado do ponto de corte.

O delta da densidade Optica foi obtido subtraindo o valor da densidade Optica
antes do tratamento pelo valor obtido apds o tratamento e medido pela reacdo de

ELISA.

4.6.5.2 Sorologia nao-convencional

4.6.5.2.1 Reacao de imunofluorescéncia indireta por citometria de fluxo
4.6.5.2.1.1 Obtencao do T. cruzi

Como antigeno foi utilizada a cepa CL do T. cruzi, mantida no Laboratério de

Doencga de Chagas (Ladoc/CPqRR/FIOCRUZ).

A cepa CL foi escolhida por ser uma cepa cuja manutengdo em cultivo celular in
vitro possibilita a obtencdo de uma preparacdo purificada de tripomastigotas com baixa
contaminagdo com formas amastigotas. Além disso, a cepa CL é sensivel a drogas
utilizadas clinicamente na doenga de Chagas, como o benzonidazol (Filardi e Brener,

1987), o que oferece maior seguranca ao operador.
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4.6.5.2.1.2 Cultivo e preparacdes antigénicas

As formas tripomastigotas de cultura de tecido foram obtidas a partir do
sobrenadante de culturas de células LLC-MK, infectadas com 7. cruzi da cepa CL. As
células foram semeadas em frascos de cultura de tecido de 75c¢m? (Falcon), com meio
DMEM (Gibco BRL, USA) - 5% SBF, previamente inativado a 56°C por 30 minutos,
2mM de L-glutamina (Gibco), 40ug/mL de ciprofluoxacine (Endoterdpica, Brasil).
Apbés a adesdo e formacdo da monocamada, as células foram infectadas com
tripomastigotas sangiiineos de camundongos experimentalmente infectados com a cepa
CL de T. cruzi na propor¢do de 10 tripomastigotas/célula. As garrafas foram mantidas
em estufa a 37°C, 5% CO,, 95% de umidade por 24 horas para favorecer a infec¢do das
células. Apos este periodo, as monocamadas foram lavadas para retirar os parasitos
remanescentes, mantidas com meio DMEM-5% SBF a 33°C, 5% CO;, 95% de umidade
(Bertelli e cols., 1977). O meio foi trocado diariamente, e a partir do quarto dia de
cultura as tripomastigotas foram coletadas por centrifugacdo em tubos conicos de SOmL.

Os parasitos foram separados por centrifugacao diferencial.

Para a obtencdo da massa de parasitos, a suspensdo de células foi centrifugada a
temperatura ambiente, 200rpm por 10 min. Posteriormente, os tubos foram mantidos a
33°C por 30 minutos para que as formas flageladas pudessem se deslocar do sedimento
para o sobrenadante. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 4°C, 2.200 rpm por
10 minutos. Os parasitos foram lavados em PBS-10% SBF, trés vezes, por
centrifugacdo nas condicdes anteriores. As preparagdes de tripomastigotas apresentando
contaminagdo com formas amastigotas superior a 5% foram descartadas. A suspensdo
de parasitos foi entdo quantificada em camara de Neubauer e ajustada para o ensaio de

. A . . . ~ 6 .
imunofluorescéncia por citometria de fluxo na concentracio de 5 x 10° parasitos/mL

4.6.5.2.1.3 Reacdao de Imunofluorescéncia indireta por citometria de fluxo anti-

formas tripomastigotas vivas - AATV

Os ensaios de citometria de fluxo para o estudo de anticorpos anti-formas
tripomastigotas vivas foram realizados segundo protocolo descrito por Martins-Filho e

cols (1995), e adaptado para microplacas por Cordeiro e cols (2001).

Em placas de 96 pogos com fundo em “U”, S0mL do soro diluido em PBS-3%
SBF (1:128 a 1:16.384) foram incubados a 37°C por 30 minutos e ao abrigo de luz, na
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presenca de 50mL da suspensio de parasitos (5 x 10° parasitas/mL/poco). Apés a
incubacdo, os parasitos foram lavados duas vezes com PBS-3% SBF, por centrifugacdo
(2.200rpm, 10mim, 18°C) e o sobrenadante desprezado. Para andlise de IgG total, os
parasitos foram novamente incubados (na mesma condi¢do anterior) na presenca de
50mL de anticorpo anti-IgG humano marcado com isotiocianato de fluoresceina - FITC
(Sigma) diluidos em PBS-3% SBF. Os parasitos foram novamente lavados duas vezes

com PBS-3% SBF (2.200rpm, 10mim, 18°C) e o sobrenadante desprezado.

Ap6s a incubagdo os parasitos foram novamente lavados duas vezes e fixados
com 200mL de solucdo fixadora para citometria - MFF (Para 100mL; 5SmL de
Paraformaldeido 20X e SmL de Cacodilato 20X e o pH ajustado para 7,2).

As amostras foram mantidas durante pelo menos 30 minutos, a 4°C e a0 abrigo
de luz até o momento da leitura no citometro de fluxo (FACScan-Becton Dickson, San
Jose, CA, EUA), empregando-se o software Cell Quest. As leituras das amostras foram

realizadas num periodo maximo de 24 horas apds a fixacdo dos parasitos.

Para cada ensaio de imunofluorescéncia por citometria de fluxo foi feito um
controle interno da reag@o (controle do conjugado) onde os parasitos foram incubados
na auséncia de soro humano, porém na presenca de anticorpo secunddrio, para
monitorar ligacdes inespecificas. Em todos os testes foram incluidas amostras controles

de soros positivo e negativo para a doenca de Chagas.

Por se tratar de parasitos vivos e altamente infectantes, nos ensaios de FC-ALTA
as solucdes eram mantidas durante os experimentos a 4 C e as placas eram manipuladas

sobre gelo com o intuito de evitar a labilidade dos parasitos.
4.6.5.2.1.4 Obtencao dos dados de citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma metodologia que utiliza um sistema &ptico
eletrdnico que avalia a emissdo de fluorescéncia e a dispersao de raios laser, incidentes
sobre uma célula, permitindo a andlise de trés parametros celulares: tamanho (FSC -
Forward Scatter), granulosidade ou complexidade interna (SSC - Side Scatter) e a

emissdo de fluorescéncia.

Nesse estudo foram empregados anticorpos marcados com FITC que, quando

excitados, emitiam sinais luminosos distintos, correspondentes as fluorescéncias do tipo
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um (FL1 - fluorescéncia verde). Os ajustes do citdmetro de fluxo FACScan empregados
para a aquisicdo dos dados foram escolhidos por se tratar de uma populacdo de pequeno
tamanho (cerca de 5-7um) e de pequena complexidade interna (tripanosomatideos),
onde os ganhos de voltagem para FSC e SSC foram ajustados para EOO e 300, ambos na
escala LOG, para permitir a identificacdo do parasito em graficos bidimensionais do
tipo FSC (tamanho) versus SSC (granulosidade). O eliminador de debris era
posicionado empregando o pardmetro de tamanho, pois esta modalidade é a que oferece
maiores chances de interferéncia durante o processo de leitura. E importante ressaltar
que os mesmos ajustes foram empregados para todos os experimentos, o que garante a

possibilidade de estudo comparativo isento de variabilidade metodolégica.

Para cada amostra individual foram adquiridas informagdes relativas aos
parametros tamanho, granulosidade e intensidade relativa de fluorescéncia de 5.000

parasitos.

A andlise da reatividade de anticorpos anti-7. cruzi foi feita inicialmente pela
selecdo da populacdo celular de interesse tripomastigota do 7. cruzi (Figura 02). A
amostra apresentou uma distribuicdo caracteristica e homogénea em graficos de
tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC), o que permitiu o posicionamento de um
marcador sobre a regido correspondente (janela/gate) a populacdo de interesse (R1).
Foram utilizados histogramas de intensidade de fluorescéncia em fun¢do do nimero de
parasitos, possibilitando assim analisar a intensidade de fluorescéncia relativa

apresentada pela populagéo selecionada.

Tripomastigota (B)
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Figura 03 - Representagdo esquemadtica das andlises dos dados obtidos por citometria de fluxo.
Formas tripomastigotas do 7. cruzi, utilizando-se os parametros de tamanho (FSC) e granulosidade

(SSCO).
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Os resultados das andlises de fluorescéncia apresentados pelos parasitos apds
incubacdo com soros de pacientes chagisicos e individuos ndo infectados, e os
respectivos sistemas de reagentes fluorocromos foram expressos sob a forma de
percentual de parasitos fluorescentes positivos (PPFP) observados para cada teste

individual em relagcdo ao controle do conjugado.
4.6.5.2.1.5 Percentual de parasitos fluorescentes positivos — PPFP

Os resultados das andlises de fluorescéncia apresentados pelos parasitos foram
expressos sob a forma de percentual de parasitos fluorescentes positivos (PPFP)

observados para cada teste individual em relagc@o ao controle do conjugado.

O PPFP foi determinado para cada amostra através do estabelecimento de um
limiar de negatividade em funcdo da curva de fluorescéncia obtida para o controle da
ligacdo inespecifica do conjugado (M1, Figura 03 A). Para cada experimento foi
estabelecido um limiar de reatividade de no maximo 2% de PPFP para o controle
interno da reacdo (controle do conjugado). Em seguida, empregando-se o mesmo
marcador, foram obtidos os valores de PPFP dos titulos de cada amostra individual
(Figura 03 B e C). Para cada conjunto de ensaios um novo marcador foi posicionado

empregando-se o controle do conjugado daquele experimento.

Esse tipo de parametro oferece algumas vantagens, como facilidade e rapidez
para obtencdo dos resultados e sua reprodutibilidade, no que se refere a dados obtidos
em andlises interlaboratoriais ou em anélises realizadas repetidas vezes. Além disso, a
expressao dos resultados sob a forma de PPFP elimina interferéncias inerentes ao uso de
reagentes com diferentes niveis de fluorocromos. Todos os dados desse trabalho foram

analisados utilizando o programa Cell Quest da Becton Dickinson.
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Figura 04 - Histogramas individuais representando o percentual de parasitos fluorescentes positivos

(PPFP) obtidos com controle interno da reacéo (A), apds incubagdo com soro de paciente nio infectado
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(B) e um soro de paciente chagasico (C). O posicionamento do marcador (M1) segue sempre o critério de

se obter no mdximo 2% de PPFP para o controle do conjugado.
4.6.5.2.1.6 Definicao do ponto de corte

No presente estudo, ndo estd em avaliacdo a utilizagdo dos testes no diagndstico
da doencga de Chagas e sim, na monitoracdo pods-terapéutica. Foi utilizado um ponto de

corte como j4 descrito em estudo prévio por Martins-Filho e cols (1995).
4.7 Critério de cura

Como critério de cura foram utilizados os resultados de véarios métodos de
diagnéstico empregados com esta finalidade, tais como: métodos parasitoldgicos
(hemocultura, PCR), soroldgicos (sorologia convencional - ELISA e HAI) e um ndo
convencional (pesquisa de anticorpo anti-tripomastigota vivo por citometria de fluxo -

AATV).
4.7.1 Interpretacao dos resultados:

Pacientes que apresentaram qualquer exame parasitolégico positivo foram
considerados como apresentadores de falha terapéutica, independentemente de outros

resultados.

Pacientes que apresentaram todos os exames parasitoldgicos e soroldgicos

negativos foram considerados curados.

Pacientes que apresentaram exames parasitolégicos negativos, sorologia
convencional positiva e sorologia ndo-convencional negativa foram considerados

dissociados.

Pacientes com reacdo em cadeia da polimerase (PCR) negativa e pesquisa de
anticorpo anti-7.cruzi pela citometria de fluxo positivo, e queda expressiva de titulos de
anticorpo na sorologia convencional (ELISA) foram considerados pacientes com

resultado “inconclusivo” em avaliagdo.
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4.8 Analise estatistica

Para analisar estatisticamente a avaliagdo comparativa de IgG total pela ELISA,
antes e pOs-tratamento, andlise da reacdo de ELISA semiquantitativa nos pacientes de
Berilo, antes (CH) e ap6s (CHt) tratamento com benzonidazol, e suas respectivas
situacdo clinica (IND e SINT), foi utilizado o teste de Wilcoxon.

A Andlise do delta de densidade Optica na reacdo de ELISA semiquantitativa nos
pacientes de Berilo e a andlise do delta de PPFP através da AATV nos pacientes de
Berilo foi realizada através do teste de ANOVA.
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5.0 RESULTADOS
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Os resultados estdo apresentados na seqiiéncia dos objetivos especificos
propostos neste trabalho.

5.1 Avaliacao epidemioldgica dos pacientes

Os antecedentes epidemioldgicos dos pacientes avaliados depois do tratamento
estdo representados na Tabela II. Foram avaliados a qualidade de moradia,
antecedentes familiares da doenga de Chagas e a condicdo sdcio-econdmica da familia

entre outros.

Tabela II — Antecedentes epidemioldgicos observados depois do tratamento, nos pacientes portadores da
infec¢@o/doenca de Chagas do municipio de Berilo, Vale do Jequitinhonha, MG, Brasil, tratados ha nove

anos com Benzonidazol.

Nasceram em casa de adobe 29/31 (93,5%)

Reconhecem o triatominio 24/31 (77,4%)

Cdo ou gato em casa 24/31 (77,4%)

Viram rato em casa 24/31 (77,4%)

Parentes vivos ou falecidos com doenca de Chagas 22/31 (70,9%)

Galinheiro no peridomicilio 20/31 (64,5%)

1° Grau incompleto 19/31 (61,3%)

Presenca de gamba (sarué) em casa 17/31 (54,8%)

Agricultores 16/31 (51,6%)

Morte stbita na familia 15/31 (48,3%)
Moram em casa de adobe 14/31 (45%)
Nao sabe assinar o nome 5/31 (16,1%)

De acordo com a avaliagdo epidemioldgica realizada através da aplicagcdo do
questiondrio (ANEXO II) foi possivel verificar uma melhoria das habitacdes em 15/29
(51,7%) dos pacientes levando em consideracdo o revestimento das paredes.

Foi demonstrado que 77,4% dos pacientes reconhecem o triatomineo sugerindo
uma relagdo proxima com estes, situacdo de risco agravada ainda mais por outros
fatores como presenca de cdo ou gato em casa (77,4%), galinheiro no peridomicilio
(64,5%) e presenca de ratos (77,4%) e gambas na residéncia (54,8%).

A presenca da doenca de Chagas foi marcante na regido, sendo encontrados
70,9% dos pacientes com algum parente vivo ou que tenha falecido, sendo atribuida a
causa de morte a esta doenca. Um percentual de 48,3% deles relatou casos de morte
subita na familia.

A agricultura tem sido uma das principais atividades econdmicas da regido,
sendo esta atividade realizada por 51,6% dos pacientes avaliados. De todos os pacientes,
61,3% possui o 1° grau do ensino fundamental incompleto e 16,1% ndo é capaz de

assinar o proprio nome.
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Do total dos pacientes avaliados, 20 foram do sexo feminino e 11 do sexo
masculino. Até o momento desta avaliacdo, as 20 mulheres desta casuistica geraram um
total de 79 filhos nascidos vivos com ocorréncia de oito abortos cuja causa ndo foi

investigada.

5.2 Avaliacao da evolucio clinica dos pacientes
No total dos pacientes avaliados clinicamente nove anos apds tratamento 17,9%
(5/28) evoluiu clinicamente, o que corresponde a um indice médio de 1,98% ao ano

(Tabela III).

Tabela III - Evolucdo clinica dos pacientes de Berilo, Vale do Jequitinhonha, MG, ao longo dos
nove anos apds o tratamento com Benzonidazol.

Grupo Clinico Evolugéo Clinica

Inalterada Progressiva

Paciente com doenca de 23/28 (82.1%) 5/28 (17.9%)

Chagas - CH
Forma Indeterminada - IND 21/22 (95,4%) 1/22 (4,6%)
Forma Sintomatica - SINT 2/6 (33,3%) 4/6 (66,6%)

CH- Paciente com infec¢do/doenca de Chagas;
IND - Paciente apresentando a forma indeterminada da doenga de Chagas;
SINT - Paciente apresentando a forma sintomdtica da doenga de Chagas.

No entanto, quando s@o considerados apenas os 22 pacientes que apresentavam a
forma indeterminada da doenca de Chagas antes do tratamento, apenas um evoluiu
clinicamente para a forma cardfaca em grau leve (N° 15). Sendo assim, o indice de
evolucdo clinica da forma indeterminada nesse grupo foi de 4,6% (1/22) apés um
periodo de nove anos, o que representa 0,5% de evolucdo ao ano.

Dos cinco pacientes sintomaticos (SINT) tratados na forma cardiaca leve, dois
pacientes (N*12 e 14) evoluiram para uma forma cardiaca grave e um deles faleceu (N°
12). Dois outros pacientes (N* 13 e 27) permaneceram com sua forma clinica inicial e

um paciente (N° 23) evoluiu para a forma cardiaca moderada.
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Um paciente (N° 20) tratado que apresentava a forma digestiva da doenca de
Chagas com megaesdfago grupo I, evoluiu para megaesofago grupo III, realizando
cirurgia corretiva nove anos apds o tratamento.

Dos seis pacientes que nao foi possivel saber sua situac@o clinica inicial, trés
(N* 9, 17 e 24) permaneceram na forma clinica indeterminada e trés (N® 1, 10 e 11)
apresentaram a forma cardiaca (dois a forma leve e um a forma moderada)
respectivamente.

Na Tabela IV pode ser verificado que, com exce¢do de um tnico paciente que
apresentava a forma indeterminada antes do tratamento, todos os demais (quatro
pacientes) que evoluiram clinicamente ji apresentavam alguma sintoma antes do
tratamento. O paciente com a forma indeterminada que evoluiu para a forma cardiaca
leve foi um dos pacientes tratados mais velhos (37 anos).

Dos pacientes que evoluiram clinicamente, com exce¢do de um, todos estavam
com idade superior a 20 anos antes do tratamento. O tGnico menor de 20 anos (14 anos)
e que evoluiu clinicamente, ji apresentava alteragdes eletrocardiograficas antes do

tratamento (Tabela IV).

Tabela IV: Evolucdo clinica dos pacientes de Berilo, Vale do Jequitinhonha, MG, de acordo
com a idade apresentada quando tratados com benzonidazol e nove anos apds tratamento etioldgico.

N° de Idade antes do Forma clinica antes do ~ Forma clinica depois Evolugdo
Pacientes tratamento (anos) tratamento do tratamento Clinica
21 6-37 Indeterminada Indeterminada Inalterada
2 23-30 Cardfaca leve Cardiaca leve Inalterada
1 37 Indeterminada Cardiaca leve Progressiva
1 14 Cardiaca discreta Cardiaca grave Progressiva
2 22-33 Cardiaca discreta Cardiaca grave Progressiva
1 26 Digestiva grupo I Digestiva grupo III Progressiva
2 29-34 NI NA
1 34 NI NA
31 6-37 Total

NI = Nio informado
NA = Nio avaliada

No anexo IV estdo apresentados as formas clinicas de cada um dos pacientes

observada antes e apds o tratamento.
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5.3 Avaliacao do perfil laboratorial empregando o critério de cura
5.3.1 Avaliacao parasitologica
5.3.1.1 Hemocultura

A positividade da hemocultura ocorreu em trés (9,6%) pacientes (N* 1, 13 e 23),
os quais apresentaram alguma alteracdo eletrocardiogrifica apds tratamento (Tabela V).
Nenhum dos pacientes com a forma indeterminada apresentou hemocultura positiva. A
positividade deste exame foi observada em apenas uma das leituras realizadas, sendo

estes casos considerados como individuos com evidéncia definitiva de falha terapéutica.

Tabela V — Utilizacdo dos critérios de cura atuais na avaliacdo da eficdcia do tratamento com
benzonidazol em pacientes portadores de infeccdo/doenga de Chagas do municipio de Berilo, Vale do

Jequitinhonha, MG, nove anos apds tratamento.

Forma Clinica apds o tratamento

Método - - -
Indeterminada Sintomadtica
NEG POS OSC NEG POS OSC
21/21 0/10 3/10
HC (100%) 0721 (0%) ) (0%) (30%) )
PCR 4/20 7120 9/2 1/10 5/10 4/10
(20%) (35%) (45%) (10%) (50%) (40%)
0/21 21/21 0/10 10/10
ELISA (0%) (100%) ) (0%) (100%)
Sorologia
0/21 21/21 0/10 10/10
CE-AATV (0%) (100%) ) (0%) (100%)

NEG - Negativo; POS — Positivo; OSC — Oscilante.

5.3.1.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Estes resultados foram alcangados apds exame de duas amostras de sangue dos
pacientes acima mencionados, com excecdo de um deles. As amostras foram coletadas
em tempos diferentes e com intervalo minimo de seis meses entre as duas coletas. Duas
reacdes de PCR foram realizadas a partir da primeira amostra e uma reagdo a partir da
segunda amostra.

A positividade da PCR foi verificada em 25 dos 30 pacientes avaliados, com
pelo menos uma reagdo positiva em duas coletas diferentes. Quatro pacientes (N 2, 8,
9 e 21) apresentaram resultados negativos em duas coletas diferentes. Em dois pacientes

(N 1 e 15) s6 foi possivel analisar uma amostra de sangue, sendo encontrado um
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resultado negativo no primeiro e positivo no segundo respectivamente resultando um
total de cinco pacientes negativos.

Considerando a positividade encontrada em uma ou em duas amostras, 25 dos 30
pacientes examinados pés-tratamento apresentaram a presenca de bandas de k-DNA do
T. cruzi de aproximadamente 330pb. A taxa de concordancia de resultados positivos
entre as duas amostras foi de 40% (12/30) dos casos. A concordancia entre os resultados
negativos foi de 16,6% (5/30) Os demais 43,4% (13/30) apresentaram resultados
discordantes entre as duas amostras analisadas.

Considerando os pacientes em funcdo da forma clinica foi demonstrado que
aqueles com a forma indeterminada apresentaram 20% (4/20) de reacdes negativas, 35%
(7/20) de reagdes positivas e 45% (9/20) de reagdes oscilantes. Os pacientes que
apresentavam alguma alteracdo eletrocardiografica ou na radiografia, apresentaram
nove anos apos o tratamento 10% (1/10) de reacdes negativas, 50% (5/10) de reagdes
positivas e 40% (4/10) de reacGes oscilantes. Alguns resultados estdo apresentados na

(Figura 05).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 05 - Gel de poliacrilamida mostrando padrao de bandas eletroforéticas de kDNA de 330 pb,
observadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em eluato de sangue, de pacientes portadores de
infeccdo/doenga de Chagas do municipio de Berilo, Vale do Jequitinhonha, MG, Brasil, tratados com
benzonidazol hd nove anos. Canaleta: 1 - Padrdo de peso molecular de 100pb; Canaleta: 2 — Controle de
reagentes; Canaletas: 3, 6,7, 9, 11 e 13 - Amostras de paciente mostrando o padrdo de bandas com
resultado positivo; Canaletas: 4, 5, 8, 10, 12 e 14 - Amostras de pacientes mostrando resultado negativo;
Canaleta: 15 — Controle negativo; Canaletas: 16 e 17 — Controle positivo da reagao.
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5.3.2 Avaliacao sorolégica

5.3.2.1 Sorologia convencional (HAI e ELISA) e nao convencional (pesquisa de
AATYV) pos-tratamento

As técnicas de hemaglutinacdo indireta (HAI), imunoenzimética (ELISA) e a
pesquisa de anticorpo anti-7. cruzi através da citometria de fluxo foram reativas em
todos os pacientes apds nove anos do tratamento (Tabela IV).

5.4 Interpretacao dos resultados laboratoriais utilizados como critério de cura

De acordo com os critérios de cura estabelecidos na metodologia, todos os
pacientes foram considerados como apresentadores de “falha terapéutica” considerando
o conjunto de resultados dos exames parasitologicos (HC e PCR), sorologia
convencional (HAI e ELISA) e da sorologia ndo-convencional (pesquisa de AATV).5.5
Comparacdo dos resultados laboratoriais dos pacientes obtidos antes e nove anos apds

tratamento

5.5.1 Reacdo de ELISA

Amostras de soro de oito pacientes positivas quando examinadas por Montoya
(1998) e examinadas neste trabalho em 2007, apresentaram resultados negativos ndo
sendo, portanto consideradas na compara¢do com amostras desses mesmos pacientes

coletadas em 2006. Os pacientes ndo reativos foram os de N* 2, 5, 7, 12, 23, 28, 30 ¢ 31).

Na Figura 6 estdo apresentados os resultados da reagdo de ELISA (reativas) em
amostras de 18 pacientes coletadas antes do tratamento (1997) e ap6s tratamento (2006).
No gréfico superior desta figura estd apresentado o conjunto dos resultados de todos os
pacientes antes (CH) e depois do tratamento (CHt). Nove anos apds o tratamento com
benzonidazol foi observada em todos os pacientes uma diminui¢do significativa

(p<0,05) das médias de absorbancia de IgG na reagdo de ELISA.

Nos graficos inferiores da Figura 6 os resultados estdo apresentados de acordo
com a condic¢do clinica do paciente. Utilizando os mesmos critérios anteriores, foi
verificado que ocorreram diminuicdes significativas (p<0,05) das médias de densidade
Optica em pacientes (12 pacientes) que apresentam a forma indeterminada da doenca de
Chagas. Por outro lado, os pacientes com alguma alterag¢do eletrocardiografica ou de
raio-X (5 pacientes) compativel com doenca de Chagas apresentaram discreta
diminui¢do nao significativa (p>0,05) nos valores médios de absorbancia de IgG na

reacdo de ELISA nove anos ap6s tratamento.
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Merece destaque especial um paciente (N° 19) que apresentou a maior queda de

anticorpos na avaliacdo soroldgica (55%), o qual se encontra assinalado com um

quadrado. Este foi o paciente mais jovem do grupo tratado. Outros dois pacientes (N

17 e 18) apresentaram baixa reatividade antes e pds-tratamento.
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Figura 6- Resultados da reacdo de ELISA convencional de pacientes portadores de infec¢do/doenca de

Chagas do Municipio de Berilo, Vale do Jequitinhinha, MG, na dilui¢do do soro a 1:80 antes (CH) e apds

(CHt) tratamento com benzonidazol e andlise dos resultados em funcdo da forma clinica antes (IND e

SINT) e ap6s tratamento (INDt e SINT?t).
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5.5.2 Pesquisa de anticorpos Anti-tripomastigota Vivo (AATYV) pela citometria de

fluxo

Nao foi possivel a realizagdo da pesquisa de AATV pela citomeria de fluxo nas
amostras de soro coletadas antes do tratamento. As amostras avaliadas por esta técnica
foram obtidas apenas em dois momentos (ano 2004 e 2006), ambas apds o tratamento, e

os resultados estio apresentados na Figura 7.

No gréfico superior da Figura 7 estdo representados os resultados de todos os
pacientes analisados. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os dois

momentos avaliados (2004 e 2006).

Nos gréaficos inferiores da Figura 7 estdo apresentados os resultados de acordo
com a condicdo clinica do paciente. Tanto nos pacientes que apresentam a forma
indeterminada (IND), quanto nos pacientes que apresentaram alguma forma clinica
(SINT) pos-tratamento, ndao foi verificada queda significativa nos valores de

porcentagem de parasitos fluorescentes vivos (PPFP).

No entanto, apés dois anos de acompanhamento, trés pacientes (N* 17, 19 e 29)
apresentaram diminui¢do da PPFP e todos eles se encontravam na forma indeterminada
antes do tratamento (Figura 7). O paciente destacado (N° 19) neste grafico é 0 mesmo
que apresentou diminui¢c@o significativa das médias dos valores de densidade Optica

medidos pela reacdo de ELISA (Figura 6).
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Figura 7 — Resultados em PPFP da pesquisa de anticorpo anti-tripomastigota vivo (AATV) pela
citometria de fluxo na dilui¢do de 1:256 em pacientes com doenga de Chagas do municipio de Berilo,
Vale do Jequitinhonha, MG, em dois momentos (2004 e 2006) em todos os 28 pacientes (CH) e
separadamente nos grupos de pacientes apresentadores de forma indeterminada (IND) e naqueles com

alguma alterag¢@o no eletrocardiograma ou na radiografia (SINT).

5.6 Padronizacio e estabelecimento dos critérios de interpretacdo para um ensaio
imunoenzimatico semiquantitativo aplicavel na monitoracio de cura pos-

terapéutica da doenca de Chagas.

A andlise de soros de pacientes sabidamente ndo tratados (NT), pacientes
tratados ndo curados (TNC), pacientes tratados curados (TC) e pacientes nio infectados

(ND permitiu padronizar e estabelecer critérios de interpretacio para um ensaio
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imunoenzimatico semiquantitativo aplicivel na monitoracdo de cura pds-terapéutica da
infec¢do/doencga de Chagas (Figura 8).

A andlise dos resultados permitiu estabelecer as diluicdes do soro capazes de
distinguir dois grupos de pacientes: (Grupos I e II). Fazem parte do Grupo I os pacientes
que nunca receberam tratamento (NT) e os pacientes tratados ndo curados (TNC). O
Grupo II é composto pelos pacientes tratados e curados (TC) e pelos pacientes nao
infectados (NI).

Os resultados encontrados pela ELISA semiquantitativa demonstraram que as
amostras dos dois grupos de pacientes apresentavam reatividade paralela nas dilui¢des
1:80; 1:160; 1:320; e 1:640. Dentro dessa faixa de dilui¢do foi possivel distinguir os
dois grupos, sendo estas dilui¢des adotadas nas andlises dos resultados obtidos com os
soros dos pacientes estudados neste trabalho. Em amostras de soro mais diluidas (>

1:640) néo foi possivel distinguir entre os dois grupos.
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Figura 8 —Diminuicdo da reatividade do soro (densidade Optica) em funcdo da diluicdo empregada.
Estabelecimento e determinacdo das dilui¢cdes do soro que melhor segregam os grupos de pacientes na
reacdo de ELISA semi-quantitativa. NT = Paciente nio tratado TC = Paciente tratado e curado TNC =

Paciente tratado e ndo curado NI = Paciente nido infectado
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5.7 Utilizacao da metodologia de ELISA semiquantitativa na monitoracio precoce

de cura pos-terapéutica da doenca de Chagas

Uma vez estabelecidos os critérios de interpretacdo da técnica de ELISA
semiquantitativa, essa metodologia foi aplicada na interpretacdo dos resultados dos
pacientes aqui estudados. Nesta andlise foram comparados soros de 18 dos 31 pacientes
aqui estudados obtidos antes (1997) e depois do tratamento (2006) uma vez que soros

de oito pacientes coletados antes do tratamento nao apresentaram reatividade.

No grafico superior da (Figura 9) estd apresentado o conjunto dos resultados de
valores de densidade Optica de todos estes 18 pacientes (amostras de 18 dos 31
pacientes) em diluicdes seriadas previamente escolhidas de acordo com a padronizacio

estabelecida anteriormente.

Nos grificos inferiores estdo apresentados os resultados dos valores de
densidade 6ptica obtidos separadamente para cada diluicdo selecionada na Figura 8. Foi
demonstrado que nas dilui¢des de 1:80 e 1:160 os pacientes foram reativos antes e apds

o tratamento e que somente um deles apresentou resultado préximo do ponto de corte.

Quando se utilizou a dilui¢do de 1:320 foi demonstrada uma melhor segregacdo
entre os pacientes antes e apOds tratamento revelando queda significativa (p<0,05) dos
niveis de IgG nos pacientes tratados e em trés deles (N*: 17, 18 e 19) abaixo do ponto
de corte de 0,2 de absorbancia. Esta dilui¢do foi, portanto a que melhor evidenciou

eficicia terapéutica.

Na diluicdo de 1:640 nao foi possivel distinguir os dois grupos de pacientes,
antes e ap6s tratamento sendo encontrado pacientes com resultados abaixo do ponto de

corte antes do tratamento.
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Figura 9 — Resultados de densidade Optica avaliados pela reacdo de ELISA semiquantitativa dos

pacientes de Berilo, Vale do Jequitinhonha, MG, antes (CH) e apds (CHt) tratamento com benzonidazol

nas dilui¢des 1:80; 1:160; 1:320 e 1:640.
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A metodologia de ELISA semiquantitativa foi entdo utilizada para comparar o
perfil sorolégico dos pacientes de acordo com a forma clinica apresentada depois do
tratamento. Os resultados dos pacientes com forma indeterminada estdo apresentados na
Figura 10 (forma indeterminada) e os dos pacientes com forma cardiaca ou digestiva na

Figura 11 (forma sintomaética).

O conjunto dos resultados de todos os pacientes, antes e apds tratamento, que
apresentaram a forma indeterminada da doenga de Chagas, encontra-se no grafico

superior da (Figura 10).

Foi possivel com a metodologia proposta anteriormente, distinguir os pacientes
apresentadores da forma indeterminada antes (IND) e pds-tratamento (INDt), apenas na
dilui¢do de 1:320, onde trés dos pacientes (N 17, 18 e 19) apresentaram queda

soroldgica abaixo do ponto de corte estabelecido.

Nao foi possivel observar segregacdo dos grupos nas demais dilui¢oes.

E importante ressaltar que todas as diluicdes de soro demonstraram diferenga
estatistica significativa (p<0,05) quando se avaliou a diminuicdo dos valores médios de
densidade Optica nas amostras de soro de pacientes que apresentaram a forma

indeterminada da doenca de Chagas antes (IND) e ap6s (INDt) tratamento (Figura 10).
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Figura 10 — Resultados de densidade Optica da reagdo de ELISA semiquantitiativa avaliados nos
pacientes portadores da infeccdo chagdsica do municipio de Berilo, Vale do Jequitinhonha, MG,

portadores de forma indeterminada antes (IND) e apds (INDt) tratamento com Benzonidazol.
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A mesma andlise foi feita com os pacientes com forma cardiaca e/ou digestiva
da doenga de Chagas e os resultados do conjunto de pacientes encontram-se no grafico

superior da Figura 11.

Nos gréficos inferiores desta figura os resultados estdo separados de acordo com
cada dilui¢do previamente utilizada na avaliacdo dos pacientes tratados com a forma

indeterminada da doenca de Chagas.

Nio foi observada mudanca na reatividade soroldgica dos pacientes tratados na
forma cardiaca e/ou digestiva da doenga de Chagas antes (SINT) e apés tratamento

(SINTt) com Benzonidazol.

62



1.0

0.8

06

0.4

02

0.0

1.0

0.8

06

04

0.2

0.0

asz {1

U,S-:

DO

ua ]

0z .

0 I |
- [ =]
[ =) an
=) k=2
o fan)
Inverso da diluicaodosoro —
Diluicao 1:80 Diluicao 1:160
P> 105 P>0.05
' ] e N —
1 0.8
AA A A
A A
1 Ik . e— 06 A
1 0.4 - A
- e 1 1 T
r Y 0.0 x r
SINT SINTt SINT SINTt
Dilui¢ao 1:320 Diluicao 1:640
1 P= 005 1.0 1 P>0.05
) | | 05 - | |
- A 06 +
A AL 4
A A
| :A 2 04 - A AA
A A 4
£ e e EEEE L LT TR (). SEEREEEEE AL ‘—ﬁ—& ————————
Ll L] 0.0 L] LI
SINT SINTt SINT SINTt

Figura 11 — Resultados de densidade Optica avaliados pela reagdo de ELISA semiquantitativa nos

pacientes portadores da doenca de Chagas do municipio de Berilo, Vale do Jequitinhinha, MG, cardiacos

/digestivos, antes (SINT) e ap6s (SINTt) tratamento com Benzonidazol.
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5.8 Estabelecer um método alternativo de analise da metodologia de ELISA
semiquantitativa e da pesquisa de AATYV pela citometria de fluxo na monitorac¢ao

precoce de cura pés-terapéutica da Doenca de Chagas

Na busca de estabelecer um método alternativo de andlise da metodologia de
ELISA semiquantitativa (Figura 12) e citometria de fluxo (Figura 13) na monitoracéo
precoce de cura pds-terapéutica da infecg¢do chagasica foi utilizado o primeiro quartil
como zona cinza para a interpretacdo dos resultados da reacdo de ELISA e o segundo

quartil no caso da Citometria de Fluxo (pesquisa de AATV).

No gréfico superior da Figura 12 estdo os resultados das variacdes de
absorbancia (deltas) de todos os pacientes, antes e depois do tratamento (CHt - CH).
Nio foi encontrada diferenca estatistica na andlise das variagdes médias de absorbancia
medidas pela reacdo de ELISA em pacientes tratados com benzonidazol e avaliados

nove anos p(’)s—tratamento.

Nos graficos inferiores os pacientes estdo separados de acordo com a forma
clinica apresentada antes do tratamento, forma indeterminada (INDt - IND) e forma

cardiaca/digestiva (SINt - SINT).

Foi possivel demonstrar que somente os pacientes tratados na forma
indeterminada da infec¢@o chagésica apresentaram diminuicdo da densidade Optica nas
dilui¢des de 1:80 até 1:640. A melhor dilui¢do capaz de detectar uma diminui¢do
significativa nos valores de densidade Optica foi a de 1:320, como anteriormente
mencionado, onde dois pacientes (N® 3 e 19) apresentaram queda mais acentuada de

anticorpos IgG.

Um paciente (N° 19) apresentou diminui¢do da variagdo de absorbancia a partir
da diluicdo de 1:80 até 1:1280, sendo este 0 mesmo paciente destacado anteriormente na
reacdo de ELISA comparativa semiquantitativa cuja queda soroldgica foi de 55%, ou
seja, uma diminuicdo dos indices de reatividade maior que 1,5 sugerindo eficicia
terapéutica de acordo com o critério estabelecido por Zauza e Borges-Pereira (2001). Na
dilui¢do de 1:640 foi observado que trés pacientes apresentaram diminuicdo acentuada
dos valores de densidade 6ptica para IgG, porém seus valores estdo muito proximos do

ponto de corte estabelecido.
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Figura 12 - Resultados da queda de absorbéncia avaliados pela reacdo de ELISA semiquantitativa, nos
pacientes portadores de infec¢do/doenca de Chagas do municipio de Berilo, Vale do Jequitinhonha, MG,

nove anos apés o tratamento com Benzonidazol.

A andlise da variacdo de PPFP (delta) da pesquisa de AATV pela citometria de
fluxo apresentada na Figura 12, considerando o segundo quartil do grifico, ndo
demonstrou diferenca significativa apds dois anos de avaliacao (2004 e 2006) tanto nos

pacientes com a forma indeterminada como nos sintomaticos.

Através desta andlise foi observado que um paciente (N° 19), marcado com um
quadrado, apresentou diminuicdo mais acentuada da variagdo de PPFP na diluicdo

1:512.
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Figura 13 — Resultados da queda de porcentagem de parasitos fluorescentes positivos (PPFP) avaliados

pela pesquisa de anticorpos anti-tripomastigota vivos (AATV) nos pacientes portadores de

infeccdo/doenga de Chagas do municipio de Berilo, Vale do Jequitinhonha, MG, nove anos apds

tratamento com Benzonidazol.

66




6.0 DISCUSSAO
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Os trabalhos de campo na area de clinica-epidemiolédgica da doenca de Chagas
tém uma grande importincia em sadde publica pelos estudos e andlises realizadas em
nivel de diagndstico, morbi-mortalidade, tratamento especifico e manejo clinico
adequado do paciente. O conjunto desses fatores oferece uma melhor qualidade de vida

a populacdo atingida.

O trabalho envolvendo a Universidade e a realidade sécio-bioldgica, junto ao
seu sistema de saide nas regides endémicas, traz resultados satisfatérios para ambos,
configurando para a primeira uma fonte enorme de aprendizado e experi€ncia
humanitéria técnico-humana. Muitos estudos realizados em diversas dreas endémicas do
Brasil (DIAS, 1982; COURA e cols, 1985; BORGES-PERREIRA e cols, 1985;
COURA e BORGES-PEREIRA, 1985 e COURA e cols, 1997), trouxeram expressiva
contribui¢cdo ao estudo da morbidade e mortalidade da doenca de Chagas. Coura e cols
(1997) relataram que em zonas endémicas ha caréncia de condi¢des laboratoriais e de
profissionais capacitados para realizar adequadamente trabalhos desta natureza,

necessitando, para supri-las da presenca constante do pesquisador nas dreas em questao.

Neste trabalho foi realizada inicialmente, uma avaliagdo dos aspectos
epidemioldgicos relacionados a um grupo de pacientes com diagnéstico de infecgdo
pelo T. cruzi e previamente tratados com benzonidazol em 1997. Apds andlise das
respostas do questiondrio epidemiolédgico utilizado, foi possivel verificar que 93,5% dos
pacientes que nasceram em casa de adobe, atualmente s6 45% continuam morando em
casa de adobe, o que revela uma melhoria da condicao de moradia da populacao local.
Esta melhoria pode ser conseqiiéncia do programa de vigildncia epidemioldgica
instalado no municipio desde 1997 sob a supervisio da Geréncia Regional e Satde
(GRS) de Diamantina que aparentemente tem apresentado resultados satisfatérios se
considerarmos o resultado de inquérito sorolégico recentemente realizado em escolares

deste municipio (BORGES e cols, 2006).

Dentre os pacientes avaliados neste trabalho, 70,9% possuem parentes vivos que
possuem doenca de Chagas ou que morreram por causa da doenga de Chagas, desde os
primeiros anos da descoberta da doenca, Carlos Chagas (1912) j4 havia relatado que em
Lassance (MG), ndo havia uma familia que ndo tivesse perdido um ou vérios membros
vitimados pela morte inesperada causada por esta endemia. Carneiro e cols (2001) ao

avaliarem os fatores de risco associados a infec¢do pelo 7. cruzi em municipios sob
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vigilancia epidemioldgica no estado de Minas Gerais, demonstraram que as criangas
positivas apresentavam maior probabilidade de ter mde ou parente, também positivo

para a infeccdo chagdsica.

Foi também revelada por alta porcentagem de pacientes (64,5%) a presencga de
galinheiro no peridomicilio, cdo e/ou gato em casa, bem como a presenga de gambda
visitando o domicilio. Esses fatores associados sabidamente propiciam a migragcdo e
posterior adaptacdo dos triatomineos do ambiente silvestre para o ambiente
peridoméstico e doméstico, uma vez que estes animais lhes servem de fonte alimentar.
Configura-se, com o tempo, uma domicializag¢do progressiva do vetor aumentado assim

o risco de transmissao da doenca de Chagas para o homem (Dias, 2000).

Foram encontrados ainda, algumas informacdes que revelam o baixo padrio
socio-econdmico dos pacientes, tais como baixo nivel de escolaridade, uma vez que
61,3% deles apresentam o 1° grau incompleto e 16,1% sio incapazes de assinar o
préprio nome. Como atividade econdmica foi constatado que mais da metade dos

pacientes sdo agricultores.

O baixo padrio sécio-econdmico dos pacientes pode ser um inconveniente por
dificultar a ida dos mesmos ao hospital. O nivel de conhecimento do paciente facilita o
trabalho de acompanhamento desses como demonstrado por Luquetti e Rassi (2002).
Esses autores relataram que os pacientes com doenca de Chagas estdo cada vez mais
vivendo nas cidades e buscando esclarecimento sobre a doenga. Isso faz com que o

paciente priorize sua saude.

O convivio com o triatomineo pareceu ter sido quase uma constante, e alguns
relataram que os insetos lhes serviam como “brinquedos” quando eram criangas. Do
total de pacientes, 77,4% pacientes, houve o reconhecimento dos triatomineos pela
observacdo direta de exemplares de algumas espécies mostradas na hora da entrevista,
enquanto outros pacientes demonstraram este conhecimento em relatos pessoais. Esses
dados revelam a intima relacdo que existia entre as pessoas e os triatomineos naquela
regido, bem como o elevado conhecimento dos vetores pela populacdo local, um
possivel fruto da vigilancia epidemioldgica implantada no municipio em 1997.

Aparentemente, os ultimos estudos realizados revelam que esta vigilancia tem sido bem
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conduzida na regido (MONTOYA e cols, 2003; BORGES e cols, 2006 e MACHADO
DE ASSIS, 2005).

Os diversos estudos que avaliam a eficdcia terapéutica contra o 7. cruzi t€m
encontrado resultados discordantes devido as diferencas na populacdo estudada,
métodos de avaliagdo empregados, esquema terapéutico, duracdo da avaliagdo pods-
tratamento, e critério de cura utilizado (MACEDO e SILVEIRA, 1987; REYES e
VALLEJO, 2005). Além disto, a diversidade genética do parasita encontrada em regides
geogréficas distintas (MILES e cols, 2003) também pode explicar estas divergéncias de
resultados, em fun¢do da resisténcia natural do parasito aos quimioterapicos disponiveis
(SOSA-ESTANI e cols, 1998). Virios estudos experimentais t€m demonstrado de
maneira incontestivel a correlacdo entre genética do parasito e sua
susceptibilidade/resisténcia a droga (FILARDI E BRENER, 1987; ANDRADE e cols,
1995 e TOLEDO e cols, 2003).

A literatura tem revelado que o efeito da quimioterapia em pacientes com
doenca de Chagas cronica tem apresentado resultados discordantes (MACEDO e
SILVEIRA, 1987; TEIXEIRA e cols, 1989; IANNI, e cols, 1993; IANNI e MADY,
1997, AMATO NETO, 1998; RASSI e cols, 2000; FRAGATA-FILHO e cols, 1995;
VIOTTI e cols, 1994; COURA e cols, 1997; VIOTTI e cols, 2006; FABRO e cols,
2007) e que o percentual de cura parasitoldgica é claramente dependente do tempo de
infec¢do apresentado pelo paciente. Por esta razdo, os melhores relatos de cura t€ém sido
encontrados em casos de tratamentos realizados durante a fase aguda da infec¢do e em
criangas recém-nascidas ou até com 12 anos de idade (ANDRADE e cols, 1996; SOSA-
ESTANI e cols, 1998; RUSSOMANDO e cols, 1998; SOSA-ESTANI e SEGURA,
2006).

Apesar do tratamento ndo levar a indices de cura parasitoldgica elevados em
pacientes com doenga de Chagas na fase cronica, deve-se levar em consideragdo o
quadro clinico dos pacientes quando foram tratados. Segundo BORGES-PEREIRA e
cols (1992), o tratamento deve buscar uma resposta para as seguintes perguntas: “O
tratamento pode levar a cura clinica ou melhorar o prognéstico do paciente em fungdo
da diminuicdo da carga parasitdria e conseqiientemente do estimulo antigénico

possivel indutor dos fendmenos de auto imunidade existentes na doenca de Chagas na
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opinido de alguns autores?” (Higuchi e cols, 1993; Tarleton, 2003; Sosa-Estani e

SEGURA, 2006)

A avaliacdo clinica comparada dos pacientes aqui estudados, antes e pés-
tratamento, sugere que mesmo ndo tendo sido definitivamente comprovada a cura,
inclusive pelo limitado tempo de acompanhamento, o tratamento manteve em seu
estado clinico inicial 82,1% (23/28), e que 17,8% (5/28) evoluiram clinicamente ao
longo dos nove anos de observacao, o que representa uma evolugdo média de 1,98% ao
ano. Em Virgem da Lapa, municipio limitrofe com Berilo, em um estudo ao longo de
seis anos com 77 pacientes, Borges-Pereira e cols (1985) encontraram uma taxa de 32%
de progressdo da doenca de Chagas nos seis anos, com persisténcia da forma
indeterminada em 62,1%, uma regressdo da doenca em 5,6% e 8,9% de mortalidade
atribuida a doenca de Chagas. De forma diferente ao anterior, um estudo retrospectivo
de 10 anos realizado em Berilo, Montoya (1998) também demonstrou que a incidéncia

de cardiopatia chagésica foi de 1,5% ao ano.

Considerando apenas os pacientes tratados na forma indeterminada, o indice de
evolugdo clinica foi de 4,6% (1/22) apds nove anos, representando 0,5% de evolugdo
clinica média por ano. Analisando comparativamente a situacdo clinica dos pacientes na
forma indeterminada, antes e depois do tratamento, os dados obtidos sugerem
fortemente que o tratamento pode ter retardado ou impedido a evolu¢do da doenga.
Quando se comparam os resultados aqui obtidos com os trabalhos de Macedo (1976);
Dias (1982) Macedo e Silveira (1987) e Prata (2001), que relatam 2-3% de evolugdo por
ano da forma indeterminada para uma forma definida clinicamente, nossos resultados
ainda mostraram uma evolug@o clinica mais lenta apds nove anos de tratamento,
sugerindo que o mesmo pode ter levado a uma estabilizacdo da condi¢éo clinica destes

pacientes ou melhoria de seu prognéstico.

Foi verificado que o tnico paciente com a forma indeterminada que evoluiu para
a forma cardiaca leve foi um dos dois pacientes mais velhos tratados (37 anos). Dos
pacientes que evoluiram clinicamente, com exce¢do de um deles, todos estavam com
idade superior a 20 anos antes do tratamento. O tnico paciente menor de 20 anos (14
anos) e que evoluiu clinicamente, ji apresentava algum sinal de alteragcdes
eletrocardiogréficas, da doenca de Chagas antes do tratamento. Por outro lado, Aguilar

(1988) também demonstrou em pacientes ndo tratados de Berilo, que a forma
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indeterminada diminuia a sua prevaléncia com a idade enquanto a forma cardiaca
aumentava. J4 as formas digestivas e mistas atingiram o maximo nos pacientes maiores
de 60 anos. O achado de formas cardiacas graves, de formas digestivas e mistas somente
na populagdo infectada pelo 7. cruzi, segundo esse autor, confere uma grande correlagao

entre a presenca da infec¢do e a ocorréncia das formas clinicas encontradas.

Também Dias (1982) em seu valioso trabalho evolutivo realizado em Bambui
(MG), mostrou que a forma crdonica indeterminada predominou amplamente na primeira
década de evolucdo. Na segunda década, essa forma ainda compreendia 60% dos
individuos em avaliacdo, e na terceira década 39,7%. Dias (2006) relata, ainda, uma
vida normal dos pacientes e o excelente prognodstico da forma indeterminada durante
10-15 anos e que a maioria dos pacientes com esta forma clinica poderd permanecer

assintomatico por décadas ou até o fim da vida.

Em um municipio vizinho a Berilo, Borges-Pereira e cols (1985) avaliaram 110
pacientes infectados pelo 7. cruzi e 110 pacientes ndo infectados e acompanhados por
seis anos. Os resultados revelaram que 60% dos pacientes na forma indeterminada se
mantiveram com seu quadro clinico inicial sugerindo assim um bom progndstico para

esta forma clinica no periodo de seis anos.

No Brasil, sdo poucos os grupos que trabalham com acompanhamento de
pacientes tratados. Coura e cols. (2004) apresentaram um relato de 11 grupos que tém
trabalhado com tratamento de pacientes com infec¢do/doenga de Chagas no Brasil e que
fizeram avaliacdo clinica pds-tratamento, com uma média de acompanhamento de nove
anos. Dentre eles, Macedo e Silveira (1987) ndo encontraram diferencas na evolucdo
clinica de 171 pacientes na forma indeterminada, tratados e ndo tratados, acompanhados
por sete anos. Dos 171, 13 apresentaram alteracdes no ECG, sendo sete (6,7%) no grupo

nao-tratado e seis (8,8%) no grupo tratado.

Estes estudos nos colocam diante da necessidade de publicacdes que considerem
as investigacdes longitudinais sobre a infec¢do chagdsica cronica em pacientes tratados
curados em comparag¢do com grupo de pacientes tratados ndo curados e pacientes ndo-
tratados. Tais informagdes poderdo definir a importancia da presenga do 7. cruzi e seus

produtos antigénicos no processo evolutivo da doenga cronica.
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Diante dos nossos resultados e de outros autores que realizaram ensaios
terapéuticos na fase cronica da doenga de Chagas, fica demonstrado que novas
pesquisas devem ser realizadas com o objetivo de obter medicamentos mais ativos e
com menores efeitos colaterais. Outra razdo que ndo deve ser esquecida € o fato de
existir 16-18 milhdes de pessoas infectadas pelo 7. cruzi e de 120 milhdes de individuos

expostos ao risco de adquirir esta infeccdo que merecem ser tratados (WHO, 2005).

Neste trabalho, tivemos a oportunidade de empregar varios métodos utilizados
como critério de cura, incluindo metodologias sofisticadas, sensiveis e atuais para

detectar a cura parasitoldgica.

Os métodos parasitoldgicos sdo os mais indicados para confirmar os casos de
falha terapéutica, porém quando negativos nao s@o indicadores de cura devido a relativa
baixa sensibilidade (FERREIRA, 1990; GALVAO e cols, 1993; CHIARI, 1999). A
hemocultura apresenta-se como uma técnica trabalhosa, lenta e inadequada ao longo do
acompanhamento pés-tratamento. Sua positividade é ainda menor em pacientes que
receberam tratamento especifico contra o 7. cruzi, devido a diminui¢do da parasitemia
causada pelo tratamento (FERREIRA, 1976; MACEDO e SILVEIRA, 1987;
FERREIRA, 1990) independentemente da erradicagdo do parasito (MEIRA e cols,
2004). Mesmo com todo trabalho da técnica, a hemocultura como controle de cura é
considerada “Padrdo Ouro” como falha terapéutica (GOMES e cols, 1999; CASTRO e
cols, 2006).

Apds nove anos do tratamento, foi possivel detectar parasitos na corrente
circulatdria por meio de hemoculturas em trés dos 31 pacientes avaliados. Mesmo nao
sendo a hemocultura uma técnica muito sensivel na fase cronica da infeccdo,
(MOURAO e MELO, 1975; CHIARI e cols, 1989) e mais ainda em pacientes tratados
(CASTRO, 1980; CANCADO, 1999; CASTRO e cols, 2002; CASTRO e cols, 2006),
este resultado representa uma evidente falha terapéutica correspondente a 9,6% dos

casos.

Curiosamente, todos os pacientes aqui avaliados apresentaram hemocultura
positiva apresentavam a forma cardiaca da doenga de Chagas. No entanto, correlacdo
entre parasitemia e morbidade da doenca ndo estd bem estabelecida (CASTRO, 1980;

CASTRO e cols, 2002; CASTRO e cols, 2005; CASTRO e cols, 2006), sendo os
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resultados muito contraditdrios inclusive na populacdo de Virgem da Lapa, municipio
vizinho de Berilo, que foi avaliada neste aspecto por Borges-Pereira e cols (1985) e

Borges-Pereira e cols (1992).

Cancado (1999) relata que em acompanhamentos pds-tratamento prolongados
sao obtidos resultados negativos em testes parasitoldgicos, indicando cura. Porém, esses
resultados podem estar refletindo apenas periodos de auséncia ou de baixa parasitemia

que poderé ser detectada mais tardiamente em outras avaliacdes subseqiientes.

Neste estudo, a PCR tem sido proposta como um método alternativo, mais
rdpido e seguro que a hemocultura para monitoracio de cura, apresentando maior
sensibilidade na detec¢do de fragmentos gendmicos ou kDNA do T. cruzi (GOMES e
cols, 1998; BRITO e cols, 2001).

A positividade da PCR foi verificada em 80% (25/30) dos pacientes avaliados,
com pelo menos uma reagdo positiva em duas coletas diferentes. Quatro pacientes (2; 8;
9 e 21) apresentaram reacdo de PCR negativa em duas amostras analisadas. O paciente
1 apresentou reagdo negativa em uma Unica amostra analisada discordando do resultado
da hemocultura que foi positiva para o0 mesmo. Essa contradi¢do de resultados entre a
hemocultura e a PCR ja foi observada por outros autores (GOMES e cols, 1998;

GALVAO e cols, 2003 e CASTRO, 2002).

Nao foi possivel afirmar, apenas com estes exames, se estes pacientes sao
realmente negativos. Além disto, a indisponibilidade de sonda molecular para a
realizacdo de hibridizagdo com os produtos da PCR obtidos, limita a interpretagdo deste
dado, uma vez que a mesma poderia detectar positividade em outros pacientes. Galvido
e cols (2003) demonstraram diferentes padrdes de bandas, encontrando pacientes
aparentemente negativos que se confirmaram positivos apds hibridizacdo. Estes
pesquisadores encontraram também, PCR positiva e diminui¢@o dos titulos sorolégicos
e ndo afirmam categoricamente se os resultados negativos encontrados revelam auséncia
de parasitemia ou apenas sua diminuicdo, apesar da alta sensibilidade deste método na
deteccao de kDNA (Gomes e cols, 1998). Em nosso trabalho encontramos 40% de
resultados oscilantes entre as duas amostras de sangue analisados procedentes do

mesmo paciente, corroborando os dados de Galvao e cols (2003).
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Brito e cols (2001) encontraram parasitemia intermitente em pacientes tratados
na fase aguda e cronica da infecgdo, utilizando a reagdo em cadeia da polimerase
passados 20 anos do tratamento especifico. Eles demonstraram que a PCR foi muito
mais sensivel do que o xenodiagndstico para determinar falha terap€utica foi capaz de
detectar mais precocemente a eficicia do tratamento. Outros autores (Solari e cols,
2001) encontraram discrepancias nos resultados da avaliacdo parasitolégica de pacientes
adultos que apresentaram xenodiagnéstico positivo e PCR negativo. Esses autores
demonstraram ainda aumento da sensibilidade da PCR de 69% em coleta de ImL de
sangue, que aumentou para 75% quando a coleta foi de 5 mL. No entanto é importante
considerar que em pacientes ndo tratados a sensibilidade da PCR varia de 59% - 100%,
dependendo da drea geogrifica, idade dos pacientes, tempo de infec¢io (AVILA e cols,
1990; WINCKER e cols, 1994; BRITO e cols, 1993), o que possivelmente estd

relacionado com a genética do parasito envolvido.

A sorologia convencional (ELISA e HAI) realizada neste estudo apresentou
100% de positividade, fato esse explicado pela longa permanéncia de anticorpos anti-7.
cruzi na circulagdo. Isto acontece mesmo naqueles pacientes considerados como
dissociados/curados, que apresentam negativacdo dos testes soroldgicos n@o-
convencionais, tais como a Lise Mediada pelo Complemento (GALVAO e cols, 1993) e
a pesquisa de anticorpos anti-tripomastigota vivo pela citometria e fluxo (MARTINS-
FILHO e cols, 1995 e CORDEIRO e cols, 2001). Tal resultado € esperado se
consideramos que a grande maioria dos pacientes era composta de adultos jovens e que
esta avaliacdo foi feita apds nove anos de tratamento, sugerindo a necessidade de novas
avaliagdes por maior periodo de tempo. Luquetti e Rassi (2002) relataram que os
anticorpos sdo a melhor ferramenta para avaliar a eficicia do tratamento por ser

praticamente a Unica caracteristica constante de todas as pessoas infectadas.

O principal objetivo do tratamento especifico € a eliminacdo do agente
etiolégico demonstrado pela negativacdo pos-terapéutica definitiva dos exames
parasitolégicos e necessariamente, dos exames soroldgicos especificos, cujo processo
pode demorar anos de observagdo, geralmente proporcional ao tempo de infeccdo
(CANCADO, 1999). No entanto, o que se verifica em avaliagdes pds-terapéuticas, é a
negativacdo antecipada e repetida dos exames parasitolégicos, tais como
xenodiagndstico, hemocultura, e mais recentemente, da PCR (BRITO e cols, 2001;

GALVAO e cols, 2003), em relacdo aos métodos sorolégicos ndo convencionais (Lise
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Mediada por Complemento ou anticorpos anti-tripomastigota vivo) e principalmente
convencionais (ELISA, IFI, HAI e Rea¢do de Fixacdo de Complemento) (Galvao e cols,

1993).

Quando a terapéutica especifica ¢ empregada em pacientes cronicos, a queda de
titulos ocorre de forma gradual e lenta, até que verificar a cura parasitolégica por esse
critério, fato que pode demorar 15 ou mais anos para acontecer. Desta forma, as taxas de
cura, ou seja, sorologia convencional persistentemente negativas sdo da ordem de 8% a
26%, conforme relatos de pesquisadores que acompanharam pacientes tratados por um
periodo médio de 20 anos (CANCADO, 2002). Se depois de certo tempo, os niveis de
anticorpos permanecerem como antes, indica que o parasito ndo desapareceu

(LUQUETTI e RASSI, 2002)

Cancado (2000) e Rassi e cols (2000) comprovaram a cura através da auséncia
de anticorpos em adultos tratados ha 15 a 20 anos. Foi também demonstrado que os
niveis de anticorpos no paciente infectado sdo constantes, na auséncia de tratamento,
mesmo decorrido décadas apds a infecgdo (LUQUETTI e RASSI, 1998). Estes autores
verificaram, ainda, que alguns pacientes tratados apresentavam titulos de anticorpos
significativamente mais baixos apds o tratamento, podendo apresentar reagdes negativas
anos depois, o que levou a considerar que estes pacientes estariam a caminho da cura.
Este autor ainda admite que a queda progressiva de titulos soroldgicos apds o

tratamento € sugestiva de eficicia terapéutica (LUQUETTI e RASSI, 1998).

Neste estudo, a comparacgdo dos titulos soroldgicos de IgG total pela ELISA foi
realizada em amostras de soro de 18 pacientes coletadas antes e nove anos depois do
tratamento. No entanto, em oito deles a reagdo da amostra coletada antes do tratamento,
e conservada até agora em laboratorio, foi negativa impossibilitando essa comparacao.
A analise dos valores de absorbancia obtida nos 18 pacientes assim avaliados revelou
que o tratamento foi capaz de diminuir significativamente (p<0,05) os valores de
absorbancia apds nove anos do tratamento. Foi observado que somente aqueles tratados
com a forma indeterminada da doenca de Chagas apresentaram diminui¢do significativa
(p<0,05) dos valores médios de absorbancia apds nove anos do tratamento. Por outro
lado, os pacientes tratados com algum acometimento clinico ndo apresentaram
diferencas estatisticas nos valores médios de absorbancia. Dos pacientes que

apresentaram maiores diminui¢des dos valores de absorbancia, o paciente (N° 19) foi o
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que apresentou queda mais acentuada, de anticorpos (55%) sendo ele o mais jovem do
grupo. Considerando que soros de oito pacientes analisados coletados antes do
tratamento perderam reatividade apds nove anos de conservacdo em laboratério, fato
este esperado se a conservacdo ndo for cuidadosa e segura, podemos admitir que na
realidade, a queda de reatividade de anticorpos IgG observada entre as amostras de

soros obtidas antes e nove anos pds-tratamento tenha sido muito mais elevada.

Nossos resultados revelaram que na avaliacdo da sorologia ndo-convencional
para pesquisa de anticorpo anti-tripomastigota vivo (AATV), empregada como um
importante controle de cura por ser este anticorpo testemunha de infec¢do ativa
(MARTINS-FILHO e cols, 1995; CORDEIRO e cols, 2001), 100% dos pacientes foram

positivos, indicando que nenhum caso de cura parasitoldgica foi observado.

Avaliando-se a reacdo de citometria de fluxo em dois momentos diferentes apds
o tratamento (2004 e 2006), correspondente a sete e nove anos pds-tratamento, ndo foi
encontrada nenhuma diferenca estatistica entre as porcentagens de parasitos
fluorescentes vivos (PPFP) nos periodos avaliados. Apesar do curto espago de tempo
entre as duas avaliagdes, trés pacientes apresentaram diminuicdo dos valores de PPFP.
Dentre eles o paciente N° 19, o mesmo que apresentou diminui¢do dos valores de
absorbincia apds o tratamento. Novas avaliacdes sdo necessdrias para verificar se a
queda desses anticorpos revelard mais precocemente a cura desses pacientes segundo o
demonstrado por Galvdo e cols (1993) em avaliacdo prolongada de pacientes pos-

tratamento.

Foi proposto neste trabalho um método alternativo de andlise dos valores de
absorbancia de IgG pela reacdo de ELISA. Através da andlise comparativa dos soros de
pacientes néo tratados (NT), pacientes tratados ndo curados (TNC), pacientes tratados
curados (TC) e pacientes ndo infectados (NI) foi possivel padronizar e estabelecer
critérios de interpretacdo para um ensaio imunoenzimatico semiquantitativo aplicivel na

monitoracdo de cura pés-terapéutica da doenga de Chagas.

A proposta foi utilizar uma diluicdo de soro altamente sensivel para diagndstico
e uma dilui¢do menos sensivel, mas que fosse capaz de demonstrar precocemente uma
diminuicdo dos valores de densidade Optica apds o tratamento. Assim, quando se

utilizou a diluicdo de 1:320, foi demonstrada uma maior distingdo entre os pacientes que
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apresentaram queda sorolégica. A proposta de usar ELISA semiquantitativa é andloga a
recentemente adotada por Wendling (2006) ao trabalhar com pesquisa de anticorpo anti-
tripomastigota vivo (AATV) como um dos métodos de avaliacdo de cura parasitolégica

pos-tratamento etioldgico da doenga de Chagas.

Quando os pacientes foram agrupados em func¢do da sua forma clinica, foi
demonstrado claramente que os trés pacientes que haviam apresentado reagio negativa
na diluicdo de 1:320 apés nove anos do tratamento, apresentavam a forma
indeterminada da doenca de Chagas quando tratados. Todos os demais pacientes

apresentaram resultados positivos.

Nio foi encontrada diferenca estatistica quando se avaliou o delta ou queda de
densidade optica (DO depois do tratamento menos DO antes do tratamento) na reacio
de ELISA semiquantitativa. Porém se confirmou que a melhor diluicdo para verificar
queda soroldgica foi a de 1:320. Somente os pacientes que receberam tratamento
durante a forma indeterminada, com excec¢do de um, apresentaram alguma mudanca no
perfil sorolégico ap6s nove anos de realizacdo do tratamento com benzonidazol. O
mesmo paciente (19) que apresentou diminui¢do dos valores de absorbancia e de PPFP,
também apresentou aumento do delta de absorbancia, medido pela da reacdo de ELISA
e de PPFP pela citometria de fluxo. Ficou assim estabelecido um método alternativo de
andlise da metodologia de ELISA semiquantitativa e da pesquisa de AATV pela
citometria de fluxo na monitoragdo precoce de cura pds-terapéutica da Doenca de
Chagas. Na ELISA a dilui¢do que melhor discriminou os pacientes com queda
sorologica pos-tratamento foi a de 1:320 enquanto que na pesquisa de AATV pela

citometria defluxo foi a dilui¢do 1:512.

Ao contrdrio e mais uma vez, ndo foi observada nenhuma mudanca nos perfis
sorologicos dos pacientes tratados na forma cardiaca e/ou digestiva da doenca de

Chagas.

Através dos resultados encontrados, foi confirmado que a melhor dilui¢do para
realizar diagnéstico da doenca pela ELISA foi a de 1:80, devido a maior sensibilidade.
Nesta dilui¢do, porém, ndo foi possivel verificar queda soroldgica nos pacientes em
estudo. Por outro lado, o uso da diluicdo de 1:320 tornou possivel visualizar mais
precocemente esta queda de anticorpos sendo a mesma recomendada para melhor

avaliagdo de eficécia terapéutica.
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O paciente N° 19. que apresentou diminui¢io dos valores de absorbancia,
medida pela reacdo de ELISA, e dos valores de PPFP, medido na reag@o de citometria

de fluxo, foi exatamente o que era mais jovem quando recebeu o tratamento.

Esses resultados mostram a dificuldade em se obter cura parasitologica apés o
tratamento de pacientes com doenca de Chagas cronica, em qualquer uma de suas
formas clinicas, mesmo naqueles que foram tratados na fase cronica inicial da doenga.
Em nosso trabalho, trés dos 31 pacientes avaliados foram tratados com idade inferior a
12 anos, idade considerada como fase cronica recente pelo Consenso Brasileiro sobre
Doenca de Chagas (2005), na qual a resposta terapéutica é mais precoce e favordvel
(ANDRADE e cols; 1996; ANDRADE e cols 1998; RUSOMANDO e cols, 1998;
BLANCO e cols, 2000; ANDRADE e cols 2004). Mesmo assim, nove anos apos o

tratamento, ndo evidenciamos ainda nenhum caso de cura da infecgao.

A constatagdo da cura em pacientes com doenca de Chagas cronica é bastante
controversa, sendo encontrados diferentes resultados, tais como 8% (CANCADO, 1999)
10% (FERREIRA, 1990), 19,1% (VIOTTI e cols, 1994). Prata (2001) relatou que o
tratamento na fase cronica ¢ desacreditado devido as diferentes taxas de cura

encontradas, freqiientemente devido ao emprego de diferentes critérios de cura.

Apesar de ndo ter sido demonstrada a cura parasitoldgica dos pacientes, pode-se
sugerir que o tratamento anti-7.cruzi utilizando benzonidazol reduziu, atrasou ou
preveniu a progressdo da doengca em pacientes tratados na forma indeterminada da
doenca de Chagas. Por outro lado, novas avaliagdes serdo necessdrias, ao longo dos
préximos anos, para verificar se as mudancas laboratoriais ocorridas em alguns
pacientes tais como: queda de titulacdes de IgG, queda da porcentagem de parasitos
fluorescentes vivos e negativacdo repetida ou resultados oscilantes da PCR evoluirdo
para persistentemente negativos. Segundo Luquetti e Rassi (2002) a propor¢do de
pacientes tratados com doenga de Chagas cronica de longa duragio, e que apresentaram
cura depois de 20 anos de acompanhamento € de aproximadamente 25%, tempo

consideravelmente maior do que o empregado neste trabalho.

Ainda temos que considerar que a OPS (1998) e a WHO (2002) s6 aceitam
como critério de cura a negativacdo simultinea dos exames parasitoldgicos e da

sorologia convencional. Isto realmente tem sentido se considerarmos que a sorologia em
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pacientes chagdsicos pode ser negativa, mesmo na auséncia de tratamento etioldgico.
Nestes sentido, o emprego da PCR, um método parasitolégico de maior sensibilidade e
cujo papel como critério alternativo de cura nio estd ainda bem estabelecido, certamente
demonstrard mais dificuldades para evidenciar eficdcia terapéutica na doenca de

Chagas.
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7.0 CONCLUSOES
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1 — As avaliagdes epidemioldgicas ap6s o periodo de nove anos, evidenciaram
de aspecto positivo apenas melhoria nas condi¢cdes de moradia dos pacientes, possivel
fruto do programa de controle e da vigilancia epidemioldgica da doenca de Chagas na

regiao;

2 — Os pacientes tratados na forma indeterminada da doenca de Chagas
apresentaram menor indice de evolucdo clinica quando comparado aos dados existentes

na literatura;

3 — A hemocultura foi positiva em trés pacientes, dos quais todos apresentavam
a forma cardiaca da doenga de Chagas antes do tratamento e também em nossa

avaliac@o, indicando claramente fracasso terapéutico;

4 — Considerando o critério de cura aqui estabelecido foi constatado até o
momento atual, que nenhum dos pacientes apresentaram evidéncia de cura

parasitoldgica;

5 — O tratamento foi capaz de reduzir significativamente os titulos da sorologia
convencional de alguns pacientes apds nove anos do tratamento, especialmente
naqueles que apresentavam antes do mesmo, a forma indeterminada da doenga de

Chagas.

6 — Nao foi observada mudancga no perfil sorolégico dos pacientes que apresentavam

a forma cardiaca e/ou digestiva da doenca de Chagas antes do tratamento;

7 - A ELISA semiquantitativa foi uma metodologia importante na monitorizagdo da
eficcia terapéutica sendo a diluicdo de 1:320 do soro a que melhor evidenciou a

queda soroldgica.

8 — A pesquisa de anticorpos anti-tripomastigota vivo pela citometria de fluxo
ndo apresentou diferenca significativa no intervalo de dois anos de avaliacdo, aos sete e

nove anos depois do tratamento, indicando a permanéncia de infec¢do ativa;

9 - Foi estabelecido um método alternativo de anélise da metodologia de ELISA
semiquantitativa e da pesquisa de AATV pela citometria de fluxo na monitoragéo

precoce de cura pos-terapéutica da Doenga de Chagas.
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10 — Apesar de ndo ter sido demonstrada cura parasitolégica nos pacientes
tratados, os resultados sugerem que o benzonidazol reduziu, atrasou ou preveniu a
progressao da doenca em pacientes tratados na forma indeterminada da doenca de

Chagas;

11 - Novas avaliacdes serdo necessdrias ao longo dos préximos anos, para
verificar definitivamente se ocorrerd ou nao cura parasitoldgica nos pacientes tratados

com benzonidazol aqui estudados.
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Anexo I
Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisa René Rachou

Termo de Consentimento

Eu, .l , ou meu responsavel.........cccovviiiiiiiniiiniiennnnn. tem
conhecimento de minha participagdo como voluntirio no projeto de pesquisa “Doenca de
Chagas nos Municipios Berilo e José Gongalves de Minas, Vale do Jequitinhonha, MG:
epidemiologia, terapéutica e controle” desenvolvido sob a responsabilidade da Pesquisadora
Dra. Marta de Lana da Universidade Federal de Ouro Preto, do médico coordenador do projeto
e dos médicos atendentes no Servico Unico de Saide (SUS) que tem como objetivo o
diagnéstico e tratamento da doenca de Chagas nestes municipios e o isolamento do parasita para
estudos genéticos. A doenca de Chagas é uma doenca cronico degenerativa que atinge
especialmente o coragdo (aumento da drea cardiaca, insuficiéncia cardiaca, risco de morte
subita) e o trato intestinal (megaesdfago e megacélon) evolui lentamente, podendo atingir,
principalmente, o coracdo, o esdfago e intestino. O tratamento especifico serd feito com o
Rochagan® (benzonidazol), em esquema prolongado, 5-10 mg/kg/dia, via oral durante 60 dias
consecutivos, sob supervisio médica e controle de leucometria. A minha participacdo é
voluntéria e serd restrita a doagdo de sangue e recebimento de tratamento com benzonidazol. O
sangue serd coletado por picada na polpa digital (inquérito soroldgico), por via endovenosa
(confirmag@o do diagnéstico da doenga de Chagas) ou para a realizagdo de hemocultura
(diagnéstico parasitolégico, isolamento do parasita antes do tratamento e controle do
tratamento) utilizando seringa e agulhe estéreis e descartiveis, ou seja, de uso individual e
seguro. O volume de sangue a ser coletado poderd variar de 3mL e no caso da hemocultura,
30mL.Fui informado que caso se confirme o meu diagndstico para doenca de Chagas me serd
oferecido tratamento especifico se houver indicacdo clinica, o qual acarretard ou ndo a cura da
doenca. Estou também informado que o tratamento causa efeitos colaterais que devem ser
comunicados ao meu médico para o devido controle do mesmo ou mesmo interrup¢do do
tratamento, se necessario.Tenho consciéncia que a minha participacdo como voluntario ndo me
trard beneficio financeiro. Os exames de procedimentos aplicados serdo gratuitos e receberei
atencdo médica adequada pelo servico de saude local para o controle dos efeitos adversos do
tratamento. Isso ndo implica na interrup¢ao de meu atendimento pelo SUS municipal no tocante
a doenca de Chagas. Tal procedimento também nao acarretard em prejuizos a outros pacientes
ou membros de minha familia que estejam participando do projeto. Estou ciente de que um
eventual corte de recursos do projeto ndo acarretara interrup¢do de meu tratamento e nem de
meu atendimento pelo SUS no tocante a doenca de Chagas.

Local e data:

Assinatura do voluntério:

Assinatura do pesquisador responsavel:
Assinatura do médico responsével:

Assinatura do Secretério de Saide municipal:
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Anexo II

Primeira parte

FICHA EPIDEMIOLOGICA E CLINICA
Municipio de Berilo e José Gongalves de Minas - MG

N° de Registro no SUS: Caédigo projeto:

Meédico responsavel: Dr/a. Data: _ /__ /___

DADOS PESSOAIS

Nome (completo): Apelido:

Idade: Data de Nascimento: _ /___/__ Sexo: (1) Masculino

(2) Feminino
Nome do pai:

Nome da mae:

Endereco/comunidade:

Alguma referéncia perto do endereco:

Profissao:

Estudos: (1) analfabeto (2) 1° grau incompleto (3) 1° grau completo
(4) 2° grau incompleto (5) 2° grau completo (6) estudos superiores

Vocé fuma? (1) sim (2) ndo  Quanto por semana?

Vocé toma bebidas com alcool? (1) de alto teor (cachaga, conhaque...) (2) de baixo teor (cerveja,
vinho...) (3) nada
Quanto por semana?

Vocé faz exercicio fisico? (1) Leve (andar a pé distancias curtas sem carregar peso) (2) Moderado
(intermédio entre 1 e 3)

(3) Intenso (carregar pedras, trabalhar no machado...)

RESIDENCIAS ANTERIORES

Lugar de residéncia Anos de residéncia Piso | Parede

Teto

Cddigos da tabela: Piso: (1) alvenaria/cemento; (2) barro/adobe; (3) madeira. Parede: (1) alvenaria/cimento; (2)
barro/adobe; (3) madeira.
Teto: (4) laje; (5) telha; (6) sapé; (7) madeira/amianto/PVC

RESIDENCIA ATUAL

Anos de residéncia: Casa propria: (1) sim (2) ndo (3) ndo
sei

Alugada: (1) sim (2) ndo (3) nfo sei Emprestada/cedida: (1) sim (2) nfo
(3) ndo sei

Piso: (1) alvenaria; (2) barro/adobe; (3) madeira Parede :(1) alvenaria; (2) barro/adobe;

(3) madeira
Teto: (4) laje; (5) telha; (6) sapé; (7) madeira/amianto/PVC
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DIVERSOS

Agua encanada (dentro ou fora de casa): (1) sim (2) ndo
Agua de corrego/rio: (1) sim (2) ndo

Dejetos (coco...) vao para esgoto? (1) sim (2) nao
(2) ndo

Dejetos (coco..) ficam ao ar livre? (1) sim (2) ndo

Eletricidade: (1) sim (2) ndo

Radio: (1) sim (2) ndao

Vocé tem horta no quintal? (1) sim (2) ndo
Vocé tem cao? (1) sim (2) ndo

Vocé viu gamba na sua casa? (1) sim (2) nao
(2) ndo

Vocé viu ratos na sua casa? (1) sim (2) ndo

BARBEIRO (Realizar teste de reconhecimento com caixinha)

Reconheceu o barbeiro? (1) sim (2) ndo (3) néo sei

Agua de poco: (1) sim (2) ndao
Caminhao pipa: (1) sim (2) ndo

Dejetos (coco...) vao para fossa? (1) sim

Geladeira: (1) sim (2) ndo

TV: (1) sim (2) ndo
Galinheiro: (1) sim (2) nao
Vocé tem gato? (1)sim (2) ndo

Vocé viu sarué na sua casa? (1) sim

Reconheceu a espécie? (1) P. megistus (2) P. geniculatus (3) T. sordida (4) T.

pseudomaculata
(5) R. neglectus (6) nao sei

Onde o viu? (1) dentro de casa (2) peridomicilio (ao redor de casa) (3) longe de casa (roga, outros...)
Ja foi picado por ele alguma vez? (1) sim (2) ndo (3) ndo sei
Quantos anos faz que Como o viu? Quando o viu ?

HISTORIA CLINICA

ANTECEDENTES TRANSFUSIONAIS
Vocé ja doou sangue? (1) sim (2) ndo

Vocé recebeu sangue? (1) sim (2) ndo (3) ndosei Quantas vezes? Quando (em que
ano)?

ANTECEDENTES OBSTETRICOS

N° de gravidezes: N° de abortos (perdas com menos de 20 semanas): N° de partos:
N° cesarias: N° de filhos nascidos vivos:

N°de prematuros (entre 20 e 38 semanas):

N° de filhos com baixo peso (< 2.500g):

Problemas ou doencas durante a gestacao (sangramento, pressio alta, agticar alto, infecces...):

Observagao: Perguntar quantas consultas pré-natal fez nas gestagdes ou partos complicados.

ANTECEDENTES PESSOAIS RELATIVOS A DOENCA DE CHAGAS

Vocé tem “doenca de Chagas™? (1) sim (2) ndo (3) nao sei
Vocé tem algum problema no coracao? (1) sim (2) nao (3) nédo sei
Vocé tem algum problema no es6fago (entalo/engasgo) ou no intestino grosso? (1) sim (2) nao

(3) ndo sei

Como vocé descobriu que tinha “doenca de Chagas™?

(1) na consulta com o médico

(2) com exame que confirmou a doenca (anexar resultados) Quais?

(3) ndo sei

Ha quanto tempo vocé sabe que tem “doenca de Chagas™? anos
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Vocé esta em tratamento de “doenc¢a de Chagas”? (1) sim (2) ndo (3) ndo sei
Quais os medicamentos que vocé usa no momento para “doenca de Chagas”?
(0) nenhum (1) Rochagan® (2) Lampit® (3) outro
(8) ndo sabe
Se outro, cite 0 medicamento:

HISTORIA FAMILIAR DE DOENCA DE CHAGAS

Atualmente ha alguém com problema no coracao na sua familia? (1) sim (2) ndo (3) ndo
sei

Qual € o grau de parentesco? (1) pai (2) mae (3) irmdo (4) filho (5) tio (6) primo carnal
(7) sobrinho

(8) avd paterno (9) avé paterna (10) avd materno (11) avé materna (12) outros:

Ha alguém com problema no es6fago (entalo) ou intestino grosso na familia? (1) sim (2) ndo
(3) ndo sei

Qual é o grau de parentesco? (1) pai (2) mde (3) irmao (4) filho (5) tio (6) primo carnal
(7) sobrinho

(8) avd paterno (9) avé paterna (10) avo materno (11) avé materna (12) outros:

Atualmente ha alguém com outras doencas na sua familia:

Atualmente vocé tem parentes com doenca de Chagas? (1) sim (2) ndo (3) ndo sei

Qual € o grau de parentesco? (1) pai (2) mae (3) irmao (4) filho (5) tio (6) primo carnal (7)
sobrinho

(8) avd paterno (9) avé paterna (10) avd materno (11) avé materna (12) outros:

Vocé tem parentes falecidos com doenca de Chagas? (1) sim (2) ndo (3) ndo sei
Quantos? Ha quanto tempo faleceram? ____ anos
Qual é o grau de parentesco? (1) pai (2) mde (3) irmado (4) filho (5) tio (6) primo carnal (7)
sobrinho
(8) avd paterno (9) avé paterna (10) avo materno (11) avé materna (12) outros:

Vocé tem parentes que morreram de repente? (1) sim (2) ndo (8) nao sei

Qual € o grau de parentesco? (1) pai (2) mae (3) irmao (4) filho (5) tio (6) primo carnal (7)
sobrinho

(8) avd paterno (9) avo paterna (10) avo materno (11) avé materna (12) outros:

HISTORIA DE INTERNACAO, TRATAMENTO E APOSENTADORIA
Vocé ja foi internado por causa da doenca de Chagas? (1) sim (2) ndo (8) ndo sei
Ha quanto tempo? Em que hospital ou cidade?

Vocé consultou com cardiologista devido a doenca de Chagas? (1) sim (2) ndo (8) ndo sei
Em que hospital ou cidade?

Vocé ja usou: (1) Rochagan® (2) Lampit® (3) nenhum (4) ndo sei Quantas vezes?

Quando?
Vocé tem receitas do tratamento? (citar/anexar) (1) sim (2) ndo (3) ndo sei
Quantos comprimidos ao dia? Quantos vidros? Por quanto tempo?
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Em qual municipio vocé foi tratado?

Vocé apresentou alguma reacio de mal estar durante o tratamento? (1) sim (2) ndo (3)
nio sei

Qual/quais? Quando?

Foi preciso parar o tratamento? (1) sim (2) ndo (3) ndosei Quando?

Foi feita mudanca na forma de tratamento? (1) sim (2) ndo (3) ndo sei Quando?
Vocé ja é aposentado por Doenca de Chagas? (1) sim (2) ndo Ha quanto tempo?

anos

HISTORIA DOS EXAMES LABORATORIAIS
Quais os exames (com seus resultados) que voce fez durante o tratamento?

Vocé tem algum dos exames com vOCe€? (citar/anexar) (1) sim (2) ndo (3) ndo sei

DUVIDAS SOBRE A DOENCA E O TRATAMENTO
Vocé tem alguma diivida sobre a Doenca de Chagas?

Vocé tem alguma divida sobre o tratamento com Rochagan®?
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Anexo II1

Segunda parte
FICHA MEDICA
Municipio de Berilo e José Gongalves de Minas - MG
N° de Registro no SUS: Cédigo projeto:
Meédico responsavel: Dr/a. Data: _ /__ /___
ANAMNESE

Queixa principal:

Doencas atuais: (1) Diabete (2) Hipertensdo Outras (citar):

Sintomatologia respirat(’)ria (dispnéia, quase sempre aos esforgos, ortopnéia, etc.):

Sintomatologia cardiovascular (fadiga aos esforgos, astenia, palpitacdes, tonturas, vertigens, lipotimia, sincope,
escurecimento da vista, confusido mental, dor precordial de caracteristicas anginéides ou nio, edema de membros inferiores,
manifestagdes tromboembdlicas pulmonares ou sistémicas, etc.):

Disfagia com comida fria? (1) sim (2) ndo Disfagia com comida seca? (1) sim
(2) ndo

Precisa agua para engolir alimentos? (1) sim (2) ndo Regurgitacdo? (1) sim (2) ndo
Odinofagia (durante a ingestdo de alimentos)? (1) sim (2) ndo Pirose (ardor, queimagio...)? (1) sim (2) nao
Dor esofagiana retroesternal (independente das refeices, espontanea, urente, constritiva...)? (1) sim (2) nao

Singulto (soluco)? (1) sim (2) ndo Tosse? (1) sim (2) ndo

Nauseas? (1) sim (2) ndo Sialose (hipersalivacio)? (1) sim (2) nao
Obstipacao intestinal? (1) sim (2) ndo N° evacuacdes por meés: ___
Meteorismo? (1) sim (2) nao Distensao abdominal? (1) sim (2) nao

Disquezia (dificuldade para evacuar)? (1) sim (2) nao

Sensacao de peso no hipocondrio direito ? (1) sim (2) néo
Dores no hipocondrio direito? (1) sim (2) ndo

Sensacao de peso na regiao epigastrica? (1) sim (2) ndo
Dores epigastricas? (1) sim (2) ndo

Sintomatologia urinaria (distria, polaquitria, tenesmo, hematuria, oligtria):

EXAME FiSICO

Peso: Altura: IMC [Kg/(altura em metros)*]:
Temperatura axial: (1) <37° (2) 37-38° (3) >38° Pulso: bpm (1) regular (2)
irregular

PA sistolica: mmHg PA diastolica: mm Hg

Estado Geral (astenia, anorexia, desnutricdo, obnubilagdo com sudorese e pele fria...):
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Coloracao mucocutanea: (1) Normal (2) Palidez (3) Cianose (4) Outra:

Hidratacao mucocutinea: (1) Normal (2) Deshidratacio

Sinal de Romaia (edema bipalpebral unilateral eldstico, indolor, de coloragdo réseo-violdcea, com adenopatias pré-
auriculares, parotideas ou submaxilares...) ? (1) sim (2) nao

Chagoma (lesdo em partes descobertas, sobrelevada, eritematosa, dura, pouco dolorosa, com linfonodos satélites, etc.)? (1)
sim (2) nao

Edema subcutianeo (localizado ou generalizado, com ou sem insuf. Cardfaca)? (D) sim (2) nao
Caracteristicas:

Adenopatias? (1) sim (2) ndo Caracteristicas (hipertrofia leve ou moderada, ndo aderentes aos planos

contiguos, isoladas, indolores...):

Hipertrofia parétidas: (1) sim (2) ndo

Ictus cordis: (1) desviado (2) normal Caracteristicas do desvio:

Ingurgitacio jugular (a45°..)? (1) sim (2) ndo

Bulhas: (1) normofonéticas (2) hipofonéticas Desdobramento B2 (foco pulmonar): (1)
sim (2) ndo
N° de extrasistoles por minuto: Sopro: (1) sim (2) ndo

Caracteristicas do SOPro (proto, meso, tele ou pan-sistélico, diastélico, focalidade mitral, tricdspide, adrtica ou

pulmonar, etc.).

Sinais respiratérios (estertores finos e crepitantes nas bases, ortopnéia, etc.):

Distensao abdominal (abdome globoso, assimétrico...)? (l)sim (2)115.0

Timpanismo na percussﬁo abdominal (presenca de gases na alga dilatada, no hipocondrio esquerdo se houver
retengdo de gases no angulo esplénico do colo, etc.)? (1)Slm (2)115.0

Palpagﬁo de fecaloma (tumor inelastico, que cede A compressdo sem retornar a sua forma primitiva...)? (l)sim
(2)ndo

Hepatomegalia? (1) sim (2) ndo Quantos cm abaixo da reborda costal
direita?

Consisténcia alterada? (1) sim (2) ndo Superficie lisa? (1) sim (2) ndo
Esplenomegalia? (1) sim (2) ndo Quantos cm abaixo da reborda costal
esquerda?

Consisténcia alterada? (1) sim (2) nio Superficie lisa? (1) sim (2) ndo

Alteragﬁo do SNC? (1) sim (2) nao Qual/Quais (rigidez de nuca, convulsdes generalizadas,

focalidade neuroldgica, etc.):

Alteracao dos reflexos osteotendinosos? (1) sim (2) ndo
Alteracao da sensibilidade superficial? (1) sim (2) ndo
Alteracoes do sistema neurovegetativo (cbnubilagio com sudorese e pele fria...)? (1) sim (2) ndo
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Outros:
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Terceira parte

FICHA DE EXAMES COMPLEMENTARES
Municipio de Berilo e José Gongalves de Minas - MG

N° de Registro no SUS: Caédigo projeto:
Médico responsavel: Dr/a.
Exame Data Resultado Observagdes

1 RX térax (1) N (2) AN
2 ECG* (1) N (2) AN
3 Ecocardiograma (1) N (2) AN
4 Prova de esforco ()N (2) AN
5 Esofagograma (1) N (2) AN
6 Colonoscopia ()N (2) AN
7 Hemaglutinacao (1) N (2) AN
8 ELISA (1) N (2) AN
9 Imunofluorescéncia (IFT) (1) N (2) AN
10  AATYV (citometria de fluxo) ()N (2) AN
11  Hemocultura ()N (2) AN
12 PCR (1) N (2) AN
13 Xenodiagnostico (1) N (2) AN
14 Perfil de citocinas (HN () AN
15 EPF (1) N (2) AN
16 Hemograma ()N (2) AN
17  Leucograma ()N (2) AN
18  GOT/GPT (1) N (2) AN
19  Bilirrubina T/C (1) N (2) AN
20  Uréia/Creatinina ()N (2) AN
21 (1) N (2) AN
22 (1) N (2) AN
23 (1) N (2) AN
24 (1) N (2) AN
25 (1) N (2) AN
26 (1) N (2) AN
27 (1) N (2) AN
28 (1) N (2) AN
29 (1) N (2) AN
30 (1) N (2) AN
31 (1) N (2) AN
32 (1) N (2) AN
33 (1) N (2) AN
34 (1) N (2) AN

Cadigo da tabela: N = resultado normal; AN = resultado anormal

Cepa Isolada: (1) sim (2) ndo

Data: _ /__ /

* Alteragdes eletrocardiogrificas sugestivas de cardiopatia chagdsica sdo: bloqueio de ramo direito, hemi-bloqueio anterior esquerdo
(ou bloqueio da divisdo antero-superior do ramo esquerdo), bloqueio atrioventricular, bradicardia sinusal e batimentos ventriculares
prematuros superiores a trés por minuto e quando acompanhados de bradicardia.
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CONCLUSOES

Infeccao chagasica: (1) sim (2) ndo
Forma Indeterminada (1 Reunizo de Pesquisa Aplicada em Doenga de Chagas - 1985): (1) sim (2) nao

(1) Positividade de exames sorolégicos e/ou parasitolégicos; auséncia de sintomas e/ou sinais de doenca; eletrocardiograma
convencional normal; cora¢do, esofago e célon radiologicamente normais.

Forma Cardiaca (Classificacio da OMS 1971): (1) (2) (3) (4)

(1) infecgdo sem evidéncia clinica, radioldgica ou eletrocardiogréfica.

(2) sintomatologia ausente ou discreta, drea cardiaca normal ou levemente aumentada no RX, altera¢des no ECG: bloqueio completo
de ramo direito, disttirbios da repolariza¢@o ventricular, extrasistoles ventriculares.

(3) sintomatologia evidente, cardiomegalia moderada e alteragdes no ECG: bloqueiro completo de ramo direito com desvio do eixo
elétrico para a esquerda, zonas eletricamente inativas.

(4) insuficiéncia cardfaca, cardiomegalia nitida no RX e severas e numerosas alteragdes no ECG: arritmias compleas e graves,
extensas zonas eletricamente inativas.

Forma Digestiva — Esofagopatia (Classificacio de Rezende et al. 1960): (0) (1) (2) (3) (4)

(0) Normalidade.

(1) Grupo I hd retardo no esvaziamento esofdgico, sem dilatacdo

(2) Grupo 11, se além do retardo no esvaziamento ha dilatagdo leve a moderada (até S5cm).

(3) Grupo 111, se dilatag@o € grande (> Scm), com hipotonia no esofago inferior.

(4) Grupo IV ou délico-megaesofago, se além do mais o eséfago alongado, dobrado sobre si mesmo no terco inferior.

Colonopatia: (1) (2)
(1) Dentro da normalidade.
(2) Dilatag¢ao colonoscépica no adulto > a 7cm.

Comprometimento do SNC (meningoencefalite): (1) sim (2) nao

Outra(s) doenca(s) concomitantes: (1) sim (2) ndo  Citar:

ENCAMINHAMENTOS REALIZADOS

Data: / / Obs:

Data: / / Obs:

Data: / / Obs:

Data: / / Obs:

Data: / / Obs:

Data: / / Obs:
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Anexo IV:

Identificagao, idade na época do tratamento, formas clinicas antes (FCAT) e apds (FCPT) o tratamento, tipo de evolugdo, exame parasitolégico (HC e PCR), indice de reatividade IR (ELISA) e porcentagem
de parasito fluorescente vivo (PPFP) na dilui¢do de 1:256 pela citometria de fluxo em pacientes de municipio de Berilo, Vale do Jequitinhonha, MG.

Nome Idade FCAT FCPT Evolucao Hec PCR Diminuicio da AATYV (PPFV/2006) Classificacao
absorvincia (%)

A.AR (1) 34 N.I* Cardiaca leve NA P IN 2,25 67,5 NC
AFR(2) 24 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 3N 96,14 NC
F.N.S 3) 24 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 1P/2N 43 93,99 NC
I.C.S 4) 25 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 3P 1,1 82,57 NC
LP.G (5) 10 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 1P/IN 88,14 NC
LS.L (6) 30 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 1P IN 88,29 NC
J.LAP(7) 26 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 3p 95,05 NC
J.G.P (8) 28 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 2N 10,5 90,53 NC
J.M.D (9) 31 N.I Indeterminada Inalterada N 2N 18,5 90,8 NC
J.N.C.J (10) 29 NI Cardfaca leve NA N 2P 80,48 NC
J.S.G (11) 34 N.I Cardiaca moderada NA N 3P -26,5 90,47 NC
JT.A(12) 33 Cardiaca leve Cardiaca grave* Para 6bito N 2P 82,35 NC
L.F.S (13) 23 Cardiaca leve Cardiaca leve Inalterada P 2P/IN 5,05 81,77 NC
M.AM.D.C (14) 22 Card{aca leve Cardiaca grave Progressiva N 2P/IN 92,96 NC
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M.C.AM (15) 37 Indeterminada Cardiaca leve Progressiva N 1P 9,45 90,42 NC
M.CM (16) 34 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 3P 9,55 85,62 NC
M.L.L.T (17) 30 N.I Indeterminada Inalterada N 1P/IN 36 59,01 NC
M.N.A (18) 29 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 1P/IN 37 87,29 NC
M.S.P (19) 6 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 1P/IN 55 51,04 NC
M.V.G.S (20) 26 Digestiva grau I Digestiva grau II1 Progressiva N 2P/IN 8 87,76 NC
N.A.G (21) 29 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 3N 10 91,29 NC
N.E.S.P (22) 16 Indeterminada Indeterminada Inalterada N IN/2P 75,39 NC
N.S.R (23) 14 Cardiaca leve Cardiaca moderada Progressiva P 3p 92,93 NC
O.AF (24) 25 N.I Indeterminada Inalterada N 2P/IN 16 96,51 NC
R.R.S (25) 11 Indeterminada Indeterminada Inalterada N NR 86,63 NC
S.A.C (26) 31 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 3P 1,25 91,09 NC
S.L.C.A (27) 30 Cardiaca leve Cardiaca leve Inalterada N 1P/2N 1,45 93,58 NC
S.S.S (28) 33 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 3p 91,54 NC
T.M.A (29) 37 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 2P/IN 26 41,87 NC
V.M.N (30) 21 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 3p 85,31 NC
V.E.S (31) 14 Indeterminada Indeterminada Inalterada N 3p 74,15 NC

NI= Nao informadoNR= Nao reagenteHc= hemoculturaFCAT= Forma clinica antes do tratamento FCPT= Forma clinica pds-tratamentoOs soros dos pacientes em
negrito foram examinados em 1997 e em 2006. Os demais s6 foram avaliados em 2006* = morte sibita P — Positivo N —Negativo ~ NC — Nao curado

113



