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A doenga de Chagas afeta aproximadamente 9 milhdes de pessoas em todo mundo, sendo a
maioria dessa populacdo constituida de individuos cronicamente infectados, o que a
caracteriza como um importante problema de saude publica. O seu agente etiologico ¢ o
protozoario Trypanosoma cruzi, transmitido, principalmente, por meio de insetos vetores
triatomineos. Outras formas de transmissdo podem ocorrer via transfusdo sanguinea,
congénita, oral ou acidental. Durante a fase aguda da doenga, o diagnostico laboratorial ¢é
baseado na observagdo direta do parasito, através de exames microscopicos de amostras de
sangue de individuos infectados. Na fase cronica, devido a parasitemia intermitente e ao
aumento de anticorpos anti-7. cruzi, sdo utilizados métodos soroldgicos convencionais (IFI e
ELISA) para o diagndéstico. Como métodos confirmatorios, podem ser usados testes
parasitoldgicos indiretos (hemocultura e xenodignostico), porém, ambos apresentam baixa
sensibilidade nessa fase. O tratamento etioldgico da infec¢do por Trypanosoma cruzi tem
como objetivo a eliminagdo do parasito, o que pode retardar a evolugdo clinica da infecgao e
prevenir lesdes futuras caracteristicas da doenga, como o comprometimento do tecido cardiaco
ou de 6rgaos do trato digestivo. Ha dois medicamentos principais para a terapéutica da doenga
de Chagas: o nifurtimox (indisponivel no Brasil) e o benzonidazol, ambos com efeitos
colaterais importantes. A eficacia do tratamento ¢ maior em pacientes tratados na fase aguda
da infec¢do ou naqueles que se encontram recentemente na fase cronica da doenca. O maior
problema do tratamento, além da baixa eficdcia quando aplicado a fase crdnica, ¢ a avaliacdo
do critério de cura. As técnicas parasitologicas disponiveis sdo pouco sensiveis para detec¢ao
do parasito e resultados negativos nao indicam, necessariamente, cura. Além disso, os testes
sorologicos convencionais geralmente permanecem positivos por um longo periodo apds o
tratamento, tornando-os inadequados para a monitora¢do terapéutica. Atualmente, estudos
relatam a eficiéncia da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) como uma
ferramenta para a monitoragdo adequada do tratamento etioldogico da doenca de Chagas.
Assim, o presente estudo objetivou avaliar a nested-PCR (N-PCR) como uma alternativa na
determinagdo da eficdcia do tratamento etioldgico com benzonidazol, comparando-a com os
testes soroldgicos convencionais ¢ a hemocultura. Para isso, realizou-se um estudo
retrospectivo em pacientes que realizaram o tratamento corretamente entre 1980 e 2010, todos
com testes sorologicos e/ou parasitoldgicos positivos para doenga de Chagas antes do
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tratamento. Dos 29 pacientes incluidos no estudo, 14 (48,3%) apresentaram resultados
positivos pela N-PCR, 12 (41,4%) apresentaram resultados negativos e 3 (10,3%)
inconclusivos. Em relacdo a hemocultura, todos os pacientes (100%) tiveram resultados
negativos. Os testes soroldgicos mantiveram-se positivos apos o tratamento em 27/29 (93%)
dos casos, sendo 7% de resultados inconclusivos. Portanto, pode-se concluir que a avaliagdo
de cura da doenca de Chagas apresenta uma grande dificuldade para o controle dessa
enfermidade e que a técnica de N-PCR pode contribuir com o estabelecimento de critérios
confidveis para a determinagdo da eliminag¢do do parasito apos tratamento especifico, além de

constatacdo precoce de falha terapéutica.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; reagao em cadeia da polimerase;

terapéutica.

Xii



- .
N
ABSTRACT
Ia xiii y



Chagas disease affects 9 million persons around the world, the major of them chronic infected
individuals, characterizing it as an important public health problem. Etiologic agent, named
Trypanosoma cruzi, is a protozoan transmitted by triatominae insects. Other routes of transmission
are via blood transfusion, congenital, oral or accidental. During the acute phase, laboratorial
diagnosis are based on direct visualization of parasites on blood by microscopic tests. In chronic
stage, because of the intermittent parasitemia and increased anti-7. cruzi antibodies, conventional
serology (IIF and ELISA) is used for diagnosis. Hemoculture and xenodiagnosis could be
performed as confirmatory methods, however, both are low of sensitivity in this stage. Etiologic
treatment of 7. cruzi infection is focused on the elimination of the parasites, which should arrest
the evolution of the disease and avert its irreversible long-term consequences such as cardiac and
digestive damage. There are two drugs for specific treatment of Chagas disease: nifurtimox (not
available in Brazil) and benzonidazole, both of them with considerable adverse effects.
Therapeutic efficacy is more significant in the acute and recent chronic phase of infection. Besides
the low efficacy of treatment in chronic patients, the major problem is the criteria of cure.
Parasitological methods of routine are poor of sensitivity and negative results do not indicate cure,
necessarily. In addition, conventional immunological tests remain positive during a long time after
treatment and are not indicated to monitor chemotherapy. Recently, authors reported the
usefulness of polymerase chain reaction (PCR) as an efficient tool of etiological treatment
evaluation in Chagas disease. This work aimed to evaluate nested-PCR (N-PCR) as an alternative
to determinate efficacy of etiological treatment with benzonidazole in comparison to serology and
hemoculture. It was carried out a retrospective study in treated patients between 1980-2010, all of
them with positive serological and/or parasitological tests before treatment. Out of 29 individuals
studied, 14 (48,3%) had positive N-PCR, 12 (41,4%) had negative and 3 (10,3%) inconclusive
results. All patients (100%) had negative hemoculture and serology was positive in 27/29 (93%) of
the cases, with 7% of inconclusive results. We conclude that criteria of cure is a great difficulty of
Chagas disease control and N-PCR assay may contribute to determinate parasite clearance as well

earlier therapeutic failure.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; polymerase chain reaction; therapeutic.
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1. Consideracdes gerais sobre a doenca de Chagas

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana foi descrita hd mais de 100 anos
pelo médico brasileiro Carlos Chagas, em um feito tnico na histéria da medicina, no qual um
unico pesquisador foi responsavel por elucidar diversas caracteristicas de uma mesma
enfermidade, como os aspectos clinicos, o agente etioldgico e o vetor responsavel por sua

transmissao (Chagas, 1909).

Originalmente, a infec¢do chagésica ¢ uma enzootia que ocorre ha muitos séculos e seu
ciclo silvestre ¢ resultante da movimentagdo do agente etioldgico entre reservatorios e vetores
em um grande numero de ecotopos naturais. A evolugdo para uma antropozoonose ¢ muito
mais recente e surgiu como consequéncia da inser¢do do homem no ambiente silvestre, o que
propiciou uma devastagdo florestal capaz de aproximar vetores e reservatorios do parasito da
populacdo, paralelamente as condigdes sociais precarias encontradas em muitos paises, que
favoreceram o desenvolvimento do ciclo doméstico da doenga (Cimerman & Cimerman,

2005).

A circulacao natural do parasito e de seus vetores estende-se desde o sul dos Estados
Unidos até o sul da Argentina, delimitando uma 4area com mais de 20 paises endémicos
(Mufioz-Saravia et al, 2010). Nos ultimos anos, com o advento do movimento migratorio da
populacdo latina para paises ndo endémicos, a doenca tornou-se um problema de saude
mundial. O total de pessoas infectadas ¢ estimado em 8 a 9 milhdes (PAHO, 2009) sendo que,
no Brasil, a populacdo de doentes cronicos € de 2 a 3 milhdes de individuos (Oliveira et al,

2008).
16



O nimero de mortes atribuidas a doenga de Chagas ¢ de, aproximadamente, 15.000 por
ano, sendo a maior parte dos obitos relacionados a populacao em idade produtiva. Além das
perdas de cunho social, o impacto econdomico da enfermidade ¢ grande, devido ao seu carater
incapacitante para diversas atividades laborais e ao alto custo da atencdo ao paciente infectado

(Silveira, 2007).

2. Agente etioldgico

O agente etiologico da doenca de Chagas ¢ o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi
(T. cruzi), pertencente ao filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe
Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Assim como outros
representantes da ordem Kinetoplastida, o 7. cruzi possui uma organela caracteristica,
chamada cinetoplasto, que contém uma condensagdo de DNA extra nuclear (kDNA),
constituido de moléculas organizadas em forma de maxicirculos e minicirculos (Prata, 2001).
O material genético do kDNA pode representar até 30% do DNA celular total (De Souza,
1999) e tem sido utilizado na investigagdo de caracteristicas moleculares do parasito (Souto et
al, 1996; Vago et al, 2000; Manoel-Caetano et al, 2008).

Pesquisas com marcadores genéticos de 7. cruzi tém sido realizadas na tentativa de
correlacionar as diferentes cepas as suas propriedades bioldgicas distintas, bem como as
caracteristicas clinicas e epidemiologicas da infec¢do (Moncayo & Yanine, 2006). Em estudos
iniciados por Miles et al. (1977), com parasitos de diferentes hospedeiros em varias regides do

Brasil, foram descritas trés classes distintas, com base nos padrdes especificos de um grupo de
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enzimas. Estas classes ou “linhagens enzimaticas” foram designadas zimodemos (Z1, Z2 e
Z3). Um zimodemo inclui todos os parasitos com padrdes eletroforéticos idénticos para as
enzimas estudadas. Posteriormente, duas linhagens filogenéticas principais de 7. cruzi (1 e II)
foram definidas através da amplificacdo de marcadores genéticos no DNA nuclear e no kDNA
em amostras isoladas de diferentes hospedeiros. A linhagem I corresponde ao Z2, enquanto
que o Z1 pertence a linhagem II; a posicao do Z3 ndo pdde ser definida nestes achados (Souto
et al, 1996). No Brasil, a linhagem I estd relacionada, geralmente, ao ciclo selvagem do
parasito, enquanto a linhagem II esta presente principalmente no ciclo doméstico (Fernandes
et al, 1998).

Atualmente, Zingales et al (2009) propuseram uma nova classificagdo para as cepas do
parasito, a qual recomenda a ado¢do da nomenclatura baseada em seis tipos de DTUs (discrete
typing units), denominados 7. cruzi I, 11, III, IV, V e VI. Segundo Tibayrenc (1998), os DTUs
sdo sequéncias geneticamente mais relacionadas entre si do que com qualquer outra e sdao
identificadas por técnicas de sequenciamento, através de marcadores moleculares ou
imunolégicos. Elas representam unidades relevantes de pesquisa epidemioldgica e, também,
de estudos clinicos, de patogenicidade, de produgdo de vacinas e medicamentos, entre outros.
A nomenclatura dos seis DTUs e sua equivaléncia com as classificagdes anteriores estdo

esquematizadas na tabela 1.
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Tabela 1. Nomenclatura da atual classificacdo de cepas de Trypanosoma cruzi em relagdo as

anteriores.

Nomenclatura DTU  Abreviagdo  Equivaléncia em relag¢do aos grupos anteriores de 7. cruzi

T. cruzi | Tecl T. cruzi I*° e DTU I°

T. cruzi 11 Tell T. cruzi II* e DTU IIb°

T. cruzi 1 Telll Z3/Z1 ASATY, Z3-A°, DTUIIc e T. cruzi IIIF
T. cruzi IV TclV 734 73-B° ¢ DTU IIa°

T. cruzi V TcV 72 Boliviano®, rDNA 1/28, clone 39" ¢ DTU I1d°
T. cruzi VI TcVI 72 Paraguaio’, Zimodemo B’ ¢ DTU Ile°

a: Andnimo 1999; b: Falla et al. 2009; c: Brisse et al. 2000; d: Miles et al. 1981; DTU: discrete typing units; e: Mendonga et al. 2002;
f: Freitas et al. 2006; g: Souto et al. 1996; h: Tybayrenc e Ayala 1991; i: Chapman et al. 1984; j: Carneiro et al. 1990.

Fonte: Modificado de Zingales et al, 2009.

O ciclo bioldgico de T. cruzi € do tipo heteroxénico, passando o parasito por uma fase
de multiplicagdo extracelular em hospedeiro invertebrado (insetos triatomineos) e intracelular
em hospedeiro vertebrado (homem e mamiferos de pequeno ¢ médio porte). Os principais
reservatorios silvestres sdo os marsupiais (especialmente os gambdas), roedores, tatus,
tamanduds, pequenos carnivoros (gatos e cachorros-do-mato), coelhos, véarios tipos de
macacos e morcegos (Neves, 2005).

No complexo ciclo de vida do parasito, no minimo trés formas morfogenéticas podem
ser reconhecidas: tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas (Tanowitz et al, 1992).
Tripomastigotas sdo os estdgios infectantes nado-replicativos do parasito, de morfologia
fusiforme e alongada, com cinetoplasto posterior ao nucleo; sdo dotados de grande mobilidade
e ocorrem na corrente sanguinea do vertebrado e nas porcdes distais do intestino do vetor
(figura 1). Epimastigotas sdo as formas replicativas de 7. cruzi encontradas no hospedeiro
invertebrado ou em meio de cultura, dotadas de grande mobilidade; de morfologia alongada e
cinetoplasto localizado anteriormente ao nticleo (figura 2). Amastigotas sdo formas esféricas
ou ovaladas, destituidas de mobilidade e de flagelo livre; correspondem ao estagio de
multiplicagdo intracelular nos hospedeiros vertebrados (figura 3) (De Souza, 2002; Cimerman

& Cimerman, 2005).
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Figura 3. A — Formas amastigotas intracelulares de 7. cruzi. B — Detalhe do “pseudocisto”.

Fonte: FIOCRUZ, 2011.
20



3. Modos de transmissao

A transmissao natural da doenga de Chagas ¢ vetorial, através de insetos hematdfagos
conhecidos popularmente como “barbeiros”, pertencentes a familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae. As principais espécies de triatomineos envolvidos na transmissdo da doenga em
paises endémicos sdo: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, Triatoma brasiliensis e
Panstrongylus megistus (Mufoz-Saravia et al, 2010). A colonizacdo de habitagdes humanas
por triatomineos esta relacionada a qualidade das construgdes, as quais conferem aos vetores
locais adequados para se protegerem de predadores e abundante oferta alimentar (animais
domésticos e pessoas). Desta forma, os habitats peridomiciliar e intradomiciliar criam um
microambiente favoravel aos triatomineos, aumentando a taxa de transmissao da doenca
(WHO, 2002).

O inseto vetor pica os hospedeiros vertebrados infectados, sugando tripomastigotas
presentes na corrente sanguinea. As formas tripomastigotas transformam-se em epimastigotas
a medida que migram pelas diferentes por¢des do intestino do inseto (preferencialmente o
intestino médio, onde multiplicam-se por divisdo binaria). Alguns desses epimastigotas
transformam-se em tripomastigotas na porcao final do tubo digestivo do inseto, em um
processo denominado metaciclogénese, que gera as formas infectantes chamadas
tripomastigotas metaciclicas (Coura, Moreira & Junqueira, 2008). Ao picar outro individuo,
simultaneamente ao momento da hematofagia, o triatomineo deposita suas fezes ou urina
contaminadas com as formas infectantes de 7. cruzi sobre a pele do hospedeiro vertebrado. Ao

cogar essa regido, o hospedeiro cria lesdes imperceptiveis que permitem a entrada dos
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parasitos na circulagdo. Os parasitos também podem penetrar através de mucosas da boca,
nariz e olhos (WHO, 2002). Apos a penetragdo, eles podem ser fagocitados por macrofagos ou
invadir as células do hospedeiro, onde se transformam em amastigotas intracelulares
(Tanowitz et al, 1992). O protozoario apresenta tropismo por células musculares estriadas e
lisas, macréfagos e também por células epiteliais e fibroblastos. As formas amastigotas
dividem-se repetidamente por divisao bindria, formando “pseudocistos”, dentro dos quais
ocorre a diferenciagdo das formas em tripomastigotas, que sao liberados apds a ruptura celular
e, eventualmente, vao infectar outras células ou alcancar a corrente sanguinea, iniciando um
novo ciclo (Coura, Moreira & Junqueira, 2008; De Souza, 2002). O ciclo de transmissao

vetorial estd representado na figura 4.
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Figura 4. Esquema do ciclo de transmissdo vetorial da doenga de Chagas. Fonte: Modificado de

http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html.
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A partir da década de 90, as campanhas para controle e eliminacao da infeccao por 7.
cruzi, realizadas no continente americano com apoio das Organizagdes Mundial e Pan-
Americana de Satde (OMS/OPAS), em associacdo com governos nacionais € regionais,
contribuiram para a interrup¢ao da transmissao vetorial da doenga em diversos paises como
Brasil, Chile e Uruguai, que foram declarados livres da transmissdo por Triatoma infestans, o
principal vetor domiciliar nessas regioes (WHO, 2002).

Outra forma de transmissao, comum em zonas urbanas, ocorre por meio da transfusao
de sangue ou hemoderivados (exceto produtos liofilizados) e responde por aproximadamente
10% dos casos (Prata, 2001). Entretanto, individuos que recebem multiplas transfusdes, como
hemofilicos, pacientes com outras doencas hematoldgicas ou aqueles que sofrem dialise,
possuem uma chance 8,7 vezes maior de contaminacdo por 7. cruzi (Schmunis, 1999). A
terceira rota mais frequente ¢ a congénita, com uma incidéncia anual de 5.000-18.000 casos
por ano, inclusive em éareas nao endémicas. A probabilidade de infec¢do do bebé através da
mae chagasica varia de 1 a 10% (Prata, 2001). Atualmente, um modo de transmissdo da
doenca de Chagas que tem ganhado destaque ¢ a via oral, através da ingestdo de alimentos
com fezes contaminadas de triatomineos ou urina de reservatorios silvestres, principalmente o
suco da cana-de-agticar (na regido Sul) e do agai (na regido Norte) (Ianni & Mady, 2005;
Valente, Valente & Pinto, 2001). Outros mecanismos esporadicos incluem a contaminagdo

acidental por trabalhos laboratoriais e o transplante de 6rgaos (Prata, 2001).
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4. Aspectos clinicos

A doenga de Chagas pode ser dividida em duas fases: aguda, logo apos a entrada do
parasito no organismo, € crénica, que se inicia apos algumas semanas da infec¢do e perdura

por toda a vida do individuo. Nao hé cura espontanea da doenca (Cangado, 1999).

4.1. Fase aguda

A fase aguda da infeccao por 7. cruzi é caracterizada, geralmente, pela auséncia de
manifestagdes clinicas, embora uma reagdo inflamatoéria cutdnea na porta de entrada do
parasito conhecida como chagoma, seja comum. Criangas ou, raramente, adultos, podem
apresentar sintomas mais graves apos um periodo de incubagdo de 7 a 14 dias. Esses sintomas
podem incluir um edema indolor acima dos olhos ou em um s6 lado da face, caracteristico da
doenga, chamado sinal de Romafia, além de conjuntivite, febre, ndusea, vomito, diarreia,
linfadenopatia e hepatoesplenomegalia. Uma pequena porcentagem dos pacientes desenvolve
miocardite severa ou meningoencefalite, podendo evoluir a ébito (2% a 8% dos casos) (Coura
& Castro, 2002). Nesses pacientes, formas amastigotas sdao facilmente encontradas em células
cardiacas e musculares esqueléticas. A maior parte dos individuos infectados recupera-se
totalmente apos trés a quatro meses e, por isso, muitas vezes a doenca nao ¢ diagnosticada na
fase aguda (Tanowitz, 1992; Ribeiro & Rocha, 1998). O numero de parasitos que entram em
contato com o hospedeiro na infeccdo inicial ¢ um fator de grande importancia no

desenvolvimento da doenga. Em condi¢des naturais, esse numero ¢ pequeno o que,
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possivelmente, explica as discretas manifestagoes da fase inicial da infec¢ao (Coura & Castro,
2002).

4.2. Fase cronica

Em todos os individuos infectados, a fase cronica da doenga de Chagas inicia-se com
um periodo assintomadtico, a forma indeterminada ou latente. Durante esse estadgio, apesar de
comprovada a infec¢do por 7. cruzi, ndo ha lesdes aparentes e os estudos eletrocardiograficos
e radioldgicos do coragdo, esdfago e colon aparecem normais. Mais de 50% dos individuos
permanecem na forma indeterminada por toda a vida e muitos desconhecem a presenca da
doenca, sendo comum a descoberta ao acaso, através de exames admissionais ou testes para
triagem de doadores em bancos de sangue (Moncayo & Yanine, 2006). Apds um periodo de
laténcia de 10 a 15 anos, os pacientes podem evoluir para trés tipos principais da doenca: as
formas cardiaca, digestiva ou mista.

A forma cardiaca ¢ a mais expressiva manifestacdo clinica da doenga, por sua
frequéncia e gravidade. Ela atinge cerca de 30% da populagdo infectada de areas endémicas,
principalmente entre 20 e 40 anos (Coura, 2007). Na grande maioria dos casos, a
sintomatologia ¢ caracterizada por cardiomiopatia dilatada associada com miocardite, fibrose e
disfuncdo cardiaca (FIOCRUZ, 2011). A morte stubita ¢ uma caracteristica da cardiopatia
chagasica, que ocorre em 38% dos casos, correspondente a 6.000 mortes anuais, s6 no Brasil
(Prata, 2001; Xavier et al, 2005).

A forma digestiva afeta de 15% a 20% da populacdo infectada em éareas endémicas e,

geralmente, manifesta-se anteriormente a forma cardiaca. Embora as manifestagdes cardiacas
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sejam comuns a todas as areas geograficas onde a doenca existe, a digestiva praticamente nao
ocorre em pacientes que vivem nos paises americanos situados acima da linha do Equador.
Todavia, ela é endémica no Brasil Central, em areas dos estados de Goias, Minas Gerais, Sdo
Paulo e Bahia, além de presente no Chile, Argentina e Uruguai. A manifestacdo mais
frequente ¢ o megaesdfago, vindo em seguida o megacdlon (Malta, 1996). A maior incidéncia
das formas cardiaca ou digestiva dependendo da regido analisada pode ser explicada pela
existéncia de diferentes cepas do parasito, além de mecanismos envolvidos na interagao
parasito-hospedeiro ¢ na resposta imune do individuo (Manoel-Caetano & Silva, 2007). A
desordem motora do es6fago, também conhecida como acalasia, acarreta em dificuldade para
ingestdo dos alimentos, que ficam em grande parte retidos no esdéfago, causando a progressiva
dilatagdo deste oOrgdo, caracterizando o megaesofago (FIOCRUZ, 2011). As alteragdes de
motilidade do célon provocadas pela doenga de Chagas levam a um aumento de seu didmetro
e longitude (megacolon), sendo sua manifestacdo clinica inicial a constipacdo; a associacao
desses casos com o megaesdfago ¢ frequente (Lazzari, 2007). A forma mista ¢ caracterizada

pela manifesta¢do simultanea das formas cardiaca e digestiva.

4.3. Reativacio em imunossuprimidos

Condig¢des ou substancias que provoquem imunossupressdo em individuos infectados
por T. cruzi podem reativar a doenga de Chagas, com alta proliferacdo de parasitos,
aparecimento de lesdes cerebrais necrdticas ou tumorais (75% dos casos) e intensificacdo de

miocardite (44% dos casos). Esta condicdo estd frequentemente associada as doengas como
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leucemia e outras neoplasias, a co-infeccao com o HIV (contagem de células CD4+ abaixo de
200/uL) e ao transplante de orgdos. Em relacdo aos pacientes co-infectados, durante a
reativacdo, ha um expressivo aumento da parasitemia, independentemente da forma clinica da
doenca. Sao frequentes a miocardite aguda, a cardiopatia exacerbada e a insuficiéncia cardiaca
congestiva. O quadro clinico apresenta ainda manifestagdes sist€émicas como febre e sintomas
de meningoencefalite (Prata, 2001). Sem tratamento, ou com tratamento tardio, a mortalidade
da meningoencefalite por reativagdo da doenca de Chagas em pacientes co-infectados ¢ muito

alta atingindo, praticamente, 100% dos individuos (Brasil, 2008).

5. Patogénese

Duas hipoteses principais foram formuladas na tentativa de esclarecer os mecanismos
patogénicos da doenga de Chagas: a da autoimunidade e a da persisténcia do parasito. A
primeira hipdtese determina que a infeccdo por 7. cruzi induz respostas imunes que siao
direcionadas aos proprios tecidos do hospedeiro, provocando lesdes inflamatdrias
independentes do parasito. A segunda hipotese relaciona a presenga do agente etiologico em
regides especificas dos tecidos do hospedeiro a uma reagao inflamatdria cronica, resultante do
rompimento das células parasitadas. Por um longo periodo, a primeira hipotese prevaleceu
sobre a segunda, uma vez que lesdes eram identificadas em tecidos com aparente auséncia de
parasitos (Coura & Castro, 2002). Entretanto, o aparecimento de novas técnicas como a
imunohistoquimica, reacdo em cadeia da polimerase e hibridiza¢do in-sifu, proporcionou
evidéncias de que parasitos persistem nos tecidos de pacientes na fase cronica da doenga. Em

teoria, portanto, seria sempre possivel obter um resultado favoravel em pacientes infectados
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através da administragdo de um parasiticida eficiente (Moncayo & Yanine, 2006).

6. Diagnostico laboratorial

Os métodos laboratoriais de diagndstico apresentam diferentes resultados de
sensibilidade se aplicados na fase aguda ou cronica da doenga. A fase aguda ¢ caracterizada
pela alta parasitemia e inicio da formacdo de anticorpos anti-7. cruzi especificos,
principalmente IgM. Sendo assim, o diagndstico nessa fase € baseado na pesquisa direta de
parasitos, que podem ser visualizados em microscopia Optica, a partir de exames de sangue a
fresco, gota espessa ou esfregago corado com Giemsa. Se necessario, podem ser usados
métodos parasitologicos indiretos, como xenodiagndstico € hemocultura. Na fase cronica, a
quantidade de parasitos circulantes ¢ muito baixa, inviabilizando os testes parasitologicos
diretos para deteccao de 7. cruzi. A presenga de anticorpos IgG aumenta consideravelmente e
os testes soroldgicos de rotina tornam-se o método padrdo para o diagnostico, assim como na
triagem de doadores de sangue e em inquéritos epidemioldgicos (Coura, Moreira & Junqueira,
2008). Os testes parasitologicos indiretos podem ser usados no esclarecimento de casos
duvidosos, entretanto, possuem baixa sensibilidade devido a parasitemia intermitente em

pacientes cronicos (Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda, 2003).

6.1. Xenodiagnostico

Para a realizagdo do xenodiagndstico, sdo acondicionados cerca de 40 exemplares de

triatomineos, de uma determinada espécie, em quatro pequenas caixas de madeira ou de
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pléstico, cobertas por uma fina camada de tecido. As caixas sao colocadas diretamente sobre a
pele do paciente com suspeita da doenca, para a alimentacdo dos insetos. Apds 30 a 40 dias do
repasto sanguineo, o conteudo intestinal dos insetos ¢ analisado microscopicamente para a
detec¢do de parasitos. Esse método possui sensibilidade de 13% até 50% em individuos
sorologicamente positivos (Coura, Moreira & Junqueira, 2008). O emprego rotineiro dessa
técnica fica restrito devido ndo somente a sua baixa sensibilidade, mas também pelas
limitagdes da técnica, como o tempo prolongado para o resultado final (at¢ 90 dias),
necessidade de manter triatomineos vivos em laboratério, perdas dos insetos durante o periodo
de teste e reagdo alérgica do paciente a aplicagdo repetida do exame (Portela-Lindoso &

Shikanai-Yasuda, 2003).

6.2. Hemocultura

A hemocultura baseia-se no enriquecimento de amostras sanguineas através de um
meio para cultivo de 7. cruzi, geralmente o LIT (/liver infusion tryptose). As amostras sao
mantidas em incubacao por um periodo no qual sdo feitas visualizagdes ao microscopio optico,
geralmente mensais, para identificar a presenga de parasitos. A sensibilidade desse método
varia de 0% a 98%, dependendo de fatores relacionados ao protocolo adotado, como volume
de sangue, temperatura de processamento e incubagdo, presenca de anticoagulantes e meio de
cultura utilizado (Krettli, 1999). Algumas modificagdes da técnica, como a elevacao do tempo
de cultivo para 120 dias e a diminui¢do do tempo entre a coleta da amostra e o seu

processamento, foram responsaveis pelo aumento da taxa de deteccdo de parasitos (Luz,
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1999). Além da sensibilidade varidvel, a hemocultura demanda tempo para a obtengdo dos

resultados e exige cuidado na manipula¢dao das amostras para evitar contaminagao.

6.3. Testes sorologicos

Usualmente, o diagndstico ¢ baseado nos resultados de testes imunoldgicos, ndo so6
pela maior facilidade de execucdo como também por fornecerem resultados em prazos curtos,
diferentemente dos métodos parasitologicos ja mencionados (Malta, 1996). Esses testes se
baseiam na detec¢do de anticorpos desenvolvidos pelos chagasicos durante a fase
cronica, predominantemente da classe IgG, contra uma complexa mistura de antigenos do
parasito (Moncayo & Yanine, 2006). De acordo com Consenso em Doenca de Chagas,
considera-se individuo infectado aquele que apresenta anticorpos anti-7. cruzi detectados por
meio de dois testes sorologicos de principios distintos ou com diferentes preparacdes
antigénicas (Brasil, 2005). O uso de antigenos multiplos permite uma melhor sensibilidade,
porém aumenta a probabilidade de resultados falso-positivos por reatividade cruzada,
principalmente nas areas endémicas para outras espécies proximas ao 7. cruzi, como
Leishmania spp. e Trypanosoma rangeli (Moncayo & Yanine, 2006). Os titulos de anticorpos
sdo variaveis e nao estdo correlacionados com a gravidade da doencga (Cancado, 1999).

As técnicas mais utilizadas para o diagnostico sdo as reagdes de hemaglutinagdo
indireta (HAI), imunofluorescéncia indireta (IFI) e Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) (Maya et al, 2010). A HAI gera resultados em cerca de duas horas e ndo precisa de
equipamentos sofisticados ou técnicos especializados para ser realizada; entretanto, sua

sensibilidade (96% a 98%) ¢ menor que as outras técnicas citadas. Os testes de IFI e ELISA
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possuem excelente sensibilidade (virtualmente 100%), mas levam algumas horas para
produzirem os resultados e precisam ser executados por pessoas qualificadas. A concordancia
entre os resultados apresentados pela andlise simultinea dos trés testes ¢ de 95% (Moncayo &
Yanine, 2006).

Alguns autores (Krettli, 1999; Krautz, Kissinger & Krettli, 2000) relataram o potencial
do teste imunolégico de lise mediada por complemento (LMCo), que identifica anticorpos
liticos no soro de pacientes cronicos, para monitoracdo terapéutica. A presenca desses
anticorpos ¢ indicativa de uma infeccdo ativa por parasitos vivos, enquanto seu
desaparecimento, apos tratamento especifico, poderia estar relacionado a cura. Entretanto, a
utilizacao da LMCo ainda € controversa, por ser uma técnica laboriosa e que consome tempo
para ser executada, uma vez que necessita de tripomastigotas vivos, soro humano para

obten¢do do complemento e contagem de grande nimero de parasitos através de microscopia

optica (Gomes et al, 1999).

6.4. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR consiste na amplificagdo enzimdtica de uma sequéncia especifica de DNA, o
que facilita uma enorme variedade de manipulagdes subsequentes, como a deteccdo de
parasitos em testes diagnosticos. A regido do DNA gendmico a ser sintetizada ¢ determinada
por dois oligonucleotideos iniciadores (primers), que se anelam especificamente as suas

sequéncias complementares na fita molde, delimitando o fragmento genético que sera
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amplificado. A reacdo ¢ submetida a diversos ciclos de amplificagdo com alternancia da

temperatura, constituidos de trés etapas:

e desnaturagdao do DNA;
e anelamento dos primers as suas sequéncias complementares;

e extensao dos primers anelados pela acdo da enzima DNA polimerase.

Os primers hibridizam as duas fitas da molécula em diregdes opostas e a sintese do
DNA ocorre na regido delimitada por eles, efetivamente dobrando a quantidade daquele
segmento de DNA. Além disso, uma vez que os produtos da extensdo sdo também
complementares e capazes de serem ligados aos primers, cada ciclo dobra a quantidade de
DNA sintetizado no ciclo anterior. Ao final do processo, tem-se o acimulo exponencial do
fragmento de DNA utilizado, resultando em milhdes de copias (Saiki et al, 1988). Uma
variagdo da PCR ¢ a reacdo denominada nested-PCR (N-PCR), a qual foi padronizada em
anteriormente em nosso laboratdrio e que necessita de dois conjuntos de primers, os quais sao
usados para amplificar uma regido mais especifica da sequéncia alvo. O segundo par de
primers amplifica um fragmento menor de DNA localizado no interior do produto da primeira

reacdo de amplificagdo (Marcon et al, 2002) (figura 5).
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Figura 5. Representacio esquemdtica da nmested-PCR. Fonte: Modificado de
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A deteccdo do DNA de 7. cruzi com base na PCR tem se mostrado eficiente para o
diagnéstico da doenga de Chagas em pacientes na fase cronica da doenga (Avila et al, 1993;
Gomes et al, 1999; Castro et al, 2002; Piron et al, 2007), inclusive para elucidacdo de

resultados negativos ou inconclusivos da sorologia (Salomone et al, 2003; Batista et al, 2010).
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A regidao gendmica do kDNA ¢ organizado em uma estrutura com milhares de
pequenas moléculas circulares, os minicirculos, representando 95% do contetido de kDNA da
célula. Essas moléculas apresentam caracteristicas que as tornam alvos para deteccao pela
PCR, considerando que ha sequéncias de DNA altamente conservadas presentes em todas as
cepas e isolados representativos das diferentes linhagens de 7. cruzi. O alvo de amplificagdo
do kDNA ¢ um fragmento especifico de 120 pb ("regido conservada" do minicirculo) ou 330

pb ("regido varidvel" do minicirculo) (FIOCRUZ, 2011).

Considerando o DNA nuclear do parasito, o alvo de deteccdo da PCR corresponde a
uma familia de sequéncias repetidas de 195 pb, que constitui aproximadamente 9% do total de
seu material nuclear. Moser, Kirchhoff & Donelson (1989), conseguiram amplificar com
sucesso um segmento de 188pb a partir dessa sequéncia repetitiva apos a constru¢do de
iniciadores designados TCZ1 e TCZ2. Em estudo prévio desenvolvido em nosso laboratorio,
Marcon et al (2002) utilizaram essa mesma regido para a padroniza¢do da N-PCR, com a
amplificacdo de um segmento mais especifico de 149pb (interno ao de 188pb), a partir dos

iniciadores denominados TCZ3 e TCZA4.

7. Tratamento etiologico

Os dois medicamentos disponiveis para o tratamento etiologico da doenga de Chagas
sdo o nifurtimox e o benzonidazol, langados ha mais de 40 anos e sem resposta terapéutica

satisfatoria. Embora haja divergéncias quanto as taxas de cura da doenca, ha consenso sobre a
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sua utilidade, dependendo de fatores como a fase da doenga, idade do paciente e condi¢des
associadas (Brasil, 2005). A comprovagao de cura, especialmente na fase cronica, depende de
fatores como o tempo de seguimento e os exames utilizados, sendo uma das principais
dificuldades relacionadas a terapéutica especifica, juntamente com a auséncia de novas drogas,
resultante, entre outros fatores, da falta de interesse das industrias farmacéuticas devido ao
baixo retorno econdmico. Apesar da existéncia de alguns estudos com drogas de potencial
tripanocida, como o alopurinol e seus andlogos cetoconazol e itraconazol, nenhum
medicamento superior ao benzonidazol e nifurtimox foi desenvolvido at¢ 0 momento (Maya et
al, 2010).

O mecanismo de acdo de ambos os medicamentos € por meio da formacdo de
metabolitos nucleofilicos e/ou radicais livres intermediarios, principalmente o hidroxila, que
se liga a lipidios, proteinas e DNA, afetando o parasito, em todas as suas formas. Como
consequéncia, os tecidos do hospedeiro também podem ser danificados, gerando reagdes

adversas indesejadas (Oliveira et al, 2008).

7.1. Nifurtimox

O nifurtimox (figura 6-a) ¢ um nitrofurano produzido pelo Laboratério Bayer e langado
em 1967 com o nome comercial de Lampit®, sendo a primeira droga usada no tratamento
agudo da doenga de Chagas. A dose indicada depende do estdgio da doenga e varia de 8-
12mg/kg/dia por um periodo de 30 a 120 dias. Na fase cronica da doenga, a dose recomendada

¢ de 8-10mg/kg/dia por um periodo de 30 a 90 dias. Os efeitos adversos mais comuns do

35



tratamento com nifurtimox sdo: anorexia, perda de peso, alteragdes psicologicas,
excitabilidade ou sonoléncia e manifestacoes digestivas, como nausea, vOmito e,
ocasionalmente, colica intestinal e diarreia. Desde a década de 80, a comercializagdo desse
medicamento foi suspensa em alguns paises, como Brasil, Argentina, Chile e Uruguai (Coura

& Castro, 2002).

7.2. Benzonidazol

O benzonidazol (figura 6-b) ¢ um nitroimidazol produzido originalmente pelo
Laboratorio Roche, em 1972, como Rochagan® ou Radanil® (Argentina). Entretanto, em
2003, a tecnologia de producdo desse medicamento foi transferida para o Laboratoério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE), no Brasil (Jannin & Villa, 2007). A dose
recomendada ¢ de 5-7,5mg/kg/dia por um periodo de 30 a 60 dias. Embora menos téxico para
o individuo infectado, o benzonidazol também apresenta reacdes adversas importantes, que
podem ser classificadas em trés grupos: a) sintomas de hipersensibilidade, dermatite com
erupcoes cutaneas (geralmente entre o sétimo e o décimo dia de tratamento, acometendo 20%
dos pacientes), edema generalizado, febre, linfadenopatia, dor muscular e nas articulagdes; b)
depressao da medula 6ssea, trombocitopenia e agranulose (mais severa); c) parestesia e
polineurite dos nervos periféricos. Dependendo da gravidade da reagdao alérgica, o
medicamento deve ser imediatamente suspenso e deve-se iniciar a conduta terap€utica

adequada para controlar os sintomas (Coura & Castro, 2002).
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Figura 6. Estrutura quimica do nifurtimox (a) e do benzonidazol (b). Fonte: Coura & Castro,
2002.

7.3. Indicacido da terapéutica especifica

O tratamento para infec¢do por 7. cruzi ¢ extremamente recomendado para todos os
casos agudos e congénitos, em reativacdes e em individuos com idade inferior a 18 anos. Em
adultos com até 50 anos de idade, sem lesdes avancadas, como cardiomegalia grave e
megaesdfago com indicacdo cirtrgica, o tratamento também ¢ indicado; acima dos 50 anos, ¢
considerado opcional (Oliveira et al, 2008). Segundo Coura & Castro (2002), a administracao
do benzonidazol e nifurtimox ndo ¢ recomendada a gestantes, pessoas muito debilitadas e em
casos de doencas severas associadas, como infec¢Oes sistémicas, insuficiéncias cardiaca,

respiratoria, renal ou hepatica, hemopatias e neoplasias sem possibilidade de tratamento.

7.4. Eficacia e monitoracgao terapéuticas

Durante a fase aguda da doenca, a porcentagem de cura apds o tratamento etiologico
ocorre em aproximadamente 70% dos casos (Marin-Neto et al, 2009). Cangado (1999)
reportou 76% de cura em 21 pacientes agudos tradados com benzonidazol. Na fase cronica,

entretanto, as taxas de cura parasitologica sao estimadas em 10% a 20% dos casos. Acrescida
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ao problema da terapé€utica especifica, uma dificuldade enfrentada pelos pesquisadores refere-
se ao critério de cura, ou seja, o conjunto de parametros (clinicos e laboratoriais) utilizados na
verificacao da eficacia do tratamento de um paciente (Neves, 2005).

Em relagdo aos testes parasitologicos convencionais (xenodiagndstico e hemocultura),
a avaliacdo de cura apos o tratamento na fase aguda da doenca ndo ¢ dificil, uma vez que a
parasitemia ¢ inicialmente alta e diminui dentro de um més ap6s o uso de medicamentos. O
maior problema ocorre durante a fase cronica, quando a parasitemia ¢ intermitente ¢ ha
dificuldade de encontrar parasitos mesmo antes do tratamento, além do longo tempo de
realizagdo dos testes (até quatro meses) (Britto et al, 2001). Resultados negativos de testes
parasitoldgicos analisados isoladamente, mesmo quando consecutivos apos um longo periodo,
nao indicam a total erradicagdo do parasito, devido a condi¢do intermitente da parasitemia
(Cangado, 1999). Por outro lado, resultados positivos em qualquer momento indicam o
fracasso terapéutico.

A negatividade dos testes imunologicos tem sido considerada como o unico método
tradutor de cura, uma vez que seria a consequéncia da elimina¢do do parasito no individuo
infectado. Entretanto, o tempo necessario para a negativagdo ¢ varidvel e depende da fase da
doenca, sendo de 3-5 anos para a fase aguda, um ano para a infec¢do congénita, 5-10 anos para
a fase cronica recente e acima de 20 anos na fase cronica de longa duragao (Brasil, 2005). Os
titulos de anticorpos anti-7. cruzi podem cair, embora esse fato ndo esteja, necessariamente,
relacionado com a cura da doenga, uma vez que alguns pacientes de longo seguimento
manifestaram evolucao clinica da infec¢do (Prata, 2001).

Uma ferramenta promissora para o monitoramento do tratamento especifico da

doenca de Chagas ¢ a PCR, que tem se mostrado sensivel e especifica para a rapida detec¢do
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da suscetibilidade do parasito ao medicamento, permitindo modificagdo precoce da terapéutica
em casos de resisténcia ou reativacdo da infeccdo chagasica (Mufioz, Murcia & Segovia,
2011). Diversos trabalhos apresentam a eficiéncia da técnica em relacdo aos testes
parasitologicos convencionais, além fornecer resultados em menor tempo de seguimento pds-
terapéutico do que os testes sorologicos (Gomes et al, 1999; Britto et al, 2001; Lacunza et al,
2006; Miyamoto et al, 2008; Murcia et al, 2010). Atualmente, estd em andamento um estudo
internacional multicéntrico denominado BENEFIT (Benznidazole Evaluation for Interrupting
Trypanosomiasis), que tem dois objetivos principais: a) investigar, através de métodos
baseados na PCR, se o tratamento etioldogico com benzonidazol reduz significativamente a
carga parasitdria dos individuos tratados, bem como os efeitos adversos causados pelo
medicamento; b) determinar se a terapéutica especifica reduz a mortalidade e o seu impacto na
evolugdo clinica de pacientes cronicos com a forma cardiaca da doenca (Marin-Neto et al,
2009). Os resultados finais desse projeto sdo esperados para 2012-2013, a partir dos quais
muitos aspectos a respeito da relevancia do tratamento especifico para a doenga de Chagas
serdo elucidados.

Deste modo, a busca por uma alternativa mais sensivel para o estabelecimento do
critério de cura em pacientes cronicos da doenca de Chagas, como a PCR, configura um dos
principais objetivos relacionados ao controle desta enfermidade, uma vez que permitira
conclusdes mais confidveis sobre estudos acerca do desenvolvimento de novos medicamentos

e contribuird com o monitoramento adequado da terapéutica especifica da infec¢ao.
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v’ Avaliar a eficiéncia da nested-PCR na determinagdo de cura parasitologica da infecgdo por

T. cruzi apds o tratamento etiologico;

v' Comparar os resultados de testes soroldgicos e parasitologicos de pacientes cronicos

tratados com benzonidazol para doenga de Chagas.
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Abstract

OBJECTIVE: This study aimed to evaluate the serological and parasitological status of patients
with chronic Chagas disease after chemotherapy with benzonidazole.

METHODS: A retrospective study was carried out with patients treated with benzonidazole
(5mg/Kg/day for 60 days) between 1980 and 2010. Twenty-nine patients who had Chagas disease
confirmed by two reagent immunological tests and/or one positive xenodiagnosis before treatment
were included. Conventional serology (ELISA and IIF) and parasitological tests (hemoculture and
N-PCR) were performed.

RESULTS: At the time of treatment, the mean age of patients was 36 + 7.24 years old (20-39 years)
and the time post-treatment varied from 1-29 years. After chemotherapy, 100% (29/29) of
individuals had reagent ELISA and 93.1% (27/29) had positive results for IIF test. 7. cruzi DNA
was detected by N-PCR in 48.3% (14/29) of the cases. Negative results were observed in 41.4%
(12/29) and inconclusive in 10.3% (3/29) of the samples. Hemoculture was negative for all
individuals.

CONCLUSIONS: Our results suggest that N-PCR may be useful in early identification of
therapeutic failure of Chagas disease. Although it is difficult to determine parasitological cure in
negative N-PCR cases, we can infer that this condition represents a declination of parasitemia as a

favorable consequence of etiological treatment.
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1. Introduction

Chagas disease (CD) is a parasitological infection caused by Trypanosoma cruzi protozoan
that remains as an important public health problem even after 101 years of its description (Chagas
1909). There is a statement of 8 to 9 million affected people around the world, especially in
countries of Latin America where the vectorial transmission by triatomine insects is responsible for
40,000 new cases reported yearly (PAHO 2009). Other important routes of infection are blood
transfusion, organ transplantation, congenital transmission and oral contamination (Moncayo &
Yanine 2006). The acute phase is asymptomatic in most cases or can present mild and non specific
clinical symptoms. In about one third of all cases, chronic form is characterized by lesions on heart,
esophagus and colon tissues, with severe disorders of nerve conduction of these organs (Urbina
1999). In chronic stage, intermittent parasitemia is common and antibodies (IgG) against 7. cruzi
are frequently detected by conventional immunological tests. Xenodiagnosis and hemoculture
present limited sensitivity in this stage because of the lack of parasites in blood and cannot be useful
to diagnosis (Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda 2003).

Two different mechanisms are considered to explain the pathogenesis of CD: the hypothesis
of autoimmunity and the parasite persistence hypothesis. The first one prevailed for a long time as a
dogma based on the apparent absence of parasites in damaged tissues of chronic patients. This
observation suggests that 7. cruzi infection induces inflammatory responses to host’s tissues and it
does not depend on the parasite persistence. However, recent studies using molecular assays-based
methods have reported the presence of parasites in damaged tissues of cardiac and digestive chronic
patients (Vago et al. 1996; Marcon et al. 2011) reinforcing the parasite persistence hypothesis. CD
lacks effective treatment in all its phases and no immunoprophylaxis is available. The drugs

available are nifurtimox (Lampit®) and benzonidazole (Rochagan®). Both drugs may be
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administrated orally for a minimum period of 30 days for nifurtimox (8-10 mg/kg/day) and 60 days
for benzonidazole (5-7mg/kg/day) trying to eradicate the parasites. In acute stage, these drugs are
strongly recommended with an incidence rate of cure about 70%. In chronic phase, however, there
is a disagreement about therapy utility because of allergic reactions, low cure rates and absence of
criteria of cure (Marin-Neto et al. 2009). Side-effects could limit the use of these drugs in some
cases, mainly nifurtimox, unavailable in some countries, like Brazil, because of its toxicity. Late
chronic patients could be treated aiming to prevent or reduce evolution of lesions, with a
parasitological cure estimated in 10-20% according to different analysis. In addition to the lower
efficacy of etiological treatment, the lack of safe methods for cure evaluation collaborates to
chemotherapy invalidation (Coura & Castro 2002).

In acute stage, conventional serological and parasitological tests become negative after one
year of chemotherapy and could be useful to indicate success of treatment. In chronic stage, the
persistence of positive results of immunological assays after drugs administration is frequent and
the negative results, when it happens, can take years to appear, requiring much time of following
(Flores-Chavez et al. 2006). Even decreased titres of 7. cruzi antibodies do not mean a process of
cure, since that it is possible a late evolution of disease (Prata 2001).

Xenodiagnosis and hemoculture, because of their low sensitivity, could present false-
negative results (Britto ef al. 1999). A recent alternative approach to monitor post-treatment of 7.
cruzi infection is the polymerase chain reaction (PCR)-based strategies, because of its high
sensitivity to detect parasite DNA in blood samples of chronic patients, in comparison to other
parasitological tests, even in cases of doubtful or negative serology (Gomes et al. 1999; Marcon et
al. 2002; Batista et al. 2010). In order to evaluate PCR as a laboratory tool for establishment of

parasite clearance, this retrospective study aimed to compare the serological and parasitological
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results of individuals who were treated with benzonidazole in chronic phase of CD, using three

different diagnostic methods: conventional serology, hemoculture and nested-PCR (N-PCR).

2. Methods

2.1. Patients

A retrospective study was carried out to evaluate the presence of parasites in blood of
individuals treated with benzonidazole for 7. cruzi infection at Clinical Hospital of the University
of Campinas, from 1980 to 2010. The work was previously approved by the Institutional Ethical
Committee in Human Research. A total of 135 clinical records were consulted and we identified 68
cases submitted to specific treatment. From this group, 14 persons did not conclude the
recommended treatment period of 60 days (5-7 mg/kg/day) were excluded of the study. Considering
the remaining population, 29 individuals were recruited and accepted to participate, through the
written consent. All these participants had CD confirmed by two out three positive immunological
tests (Machado-Guerreiro, IIF or ELISA) and/or one positive xenodiagnosis before treatment
(except in two cases in which individuals came from another institution with positive diagnostic but
without available data of the tests). To certificate the sensitivity of laboratorial tests, 10 individuals
chronically infected (with two positive serologies), who did not receive treatment, were included in

the control group.

2.2. Serological assays
All patients included in this study were tested by two different serological assays (ELISA
and IIF) after specific chemotherapy. Serological assays were performed at Laboratory of

Immunology in the Department of Clinical Pathology and the results were obtained through
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electronic data system of the Clinical Hospital of University of Campinas. The tests used

were commercial kits for ELISA (BIOZIMA®) and IIF (Biolab®).

2.3. Hemoculture

Hemoculture was performed according to Chiari et al. (1989) and Luz (1999), with
modifications. It was collected 12 mL of peripheral blood of each patient in three EDTA tubes.
Immediately after, the material was centrifuged at 3500 rpm, during 10 min (4° C), to discard
plasma. The blood cells sediment was transferred to another tube and washed in LIT (liver infusion
tryptose) medium, supplemented with FBS. The samples were centrifuged in the same conditions
and supernatant was discarded. The blood cells were resuspended in 5 mL of LIT and incubated at

28°C. The period of culture was 90-120 days and microscopic observation was realized monthly.

2.4. DNA isolation of blood samples

Four milliliters of peripheral blood were collected from each patient in EDTA tubes to
prevent coagulation. Genomic DNA was isolated according to methodology previously described
by Sambrook and Russel (2001), with modifications. After centrifugation at 2200 rpm during 10
min (4°C), plasma was immediately separated from blood cells. Red blood cells were treated with a
lysis buffer (0.0114 mol/l NH4Cl and 0.01 mol/l NH4HCO3) and leukocytes were washed with
TKMI1 (10 mmol/l Tris—HCI pH 7.6, 10 mmol/l KCI, 10 mmol/l MgCl2, 20 mmol/l EDTA) and
with TKM2 (10 mmol/l Tris—HCI pH 7.6, 10 mmol/l KCl, 0.4 mol/l NaCl, 10 mmol/l MgCl2, 2
mmol/l EDTA) and sodium dodecyl sulfate 10%. The samples were incubated at 55°C for 30 min
and NaCl (5 mol/l) was added to the supernatant after centrifugation. DNA was extracted with
phenol/chloroform and precipitated with 3 mol/l ethanol/sodium acetate. After overnight storage at -

20°C, DNA was washed with 70% ethanol and solubilized in 30 ml of deionized and sterile water.
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2.5. N-PCR assays

One microliter of extracted DNA was amplified at least in duplicate through N-PCR based
on a procedure described by Marcon et al. (2002). DNA amplification was carried out in a 20 ml
reaction mixture containing 10 mmol/l Tris (pH 8.3), 50 mmol/l KCl, 1.5 mmol/l MgClz, 0.2
mmol/l of each ANTP, 0.1 mmol/l of each primer, and 1 U of TagDNA polymerase. The primers
used in first amplification set were TCZ1 (forward 5° — CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT -
3’) and TCZ2 (reverse 5’- CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG - 3°). In the second round, 1 ul
of amplified DNA  was re-amplified using primers TCZ3  (forward 5°-
TGCTGCA(G/C)TCGGCTGATCGTT-TTCGA - 3%) and TCZ4 (reverse 5’-
CA(A/G)G(C/G)TTGTTTGGTGTCCAGTGTGTGA - 3’). Annealing temperatures used were 65°
C and 55° C for the first and second rounds, respectively. After second thermal cycling, 10 ul of
each sample was electrophoresed in a 2% agarose gel stained with ethidium bromide and the 149-bp
amplicon was visualized by ultraviolet transillumination. In addition, the beta-globin human gene
was amplified for each sample to check DNA quality and the absence of inhibitors. To minimize the
risk of contamination, first and second runs were set up in distinct laboratory areas and a reaction

mixture with no DNA was processed in parallel with the samples in each reaction set.

3. Results

We studied a group of 29 individuals who received anti-7. cruzi specific therapy, composed
by 51.7% (15/29) of women and 48.3% (14/29) of men. All patients were born in endemic areas for
Chagas disease in Brazil, except in one case of possible congenital infection. The mean age at the
time of treatment was 36 + 7.24 years old (8-56 years). The time of post-treatment varied from 1-29

years and most of analyzed subjects were followed-up to five years (62.1%), therefore 27.6% (8/29)
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of the cases has between 5-10 years post-treatment and 10.3% (3/29) has more than ten years (Table
1). All patients completed treatment without serious reactions, despite of the side effects in 20.7%
(6/29) of the cases. The symptoms reported were: dermatitis (2 cases), gastrointestinal disorders (2
cases), paresthesia (1 case) and one case of generalized indisposition.

Only twelve patients (41.4%) presented available data of xenodiagnosis before
chemotherapy, with seven cases of positive results. Of these cases, four subjects repeated
xenodiagnosis after treatment, with three negative and one persisting positive result (Table 1).

Before chemotherapy, 89.65% (26/29) of individuals had available data for serology, three
of them with IIF associated to Machado-Guerreiro test (titres 1:4, 1:8 and 1:32) and 88.5% (23/26)
with IIF associated to ELISA. The antibody titration by IIF varied from 1:40-1:1280. The titre of
1:40 was found in 7.7%, 1:80 in 23.1%, 1:160 in 34.6%, 1:320 in 19.2%, 1:640 in 7.7% and 1:1280
in 7.7%. After chemotherapy, 100.0% (29/29) of the cases were reagent to ELISA. According to
IIF, two individuals (6.9%) showed inconclusive results with titres under the 1:40 cut-off. The rest
of the group (27/29) had positive results with titres between 1:40 and 1:1280. IIF titres found were:
1:40 in 17.2%, 1:80 in 13.8%, 1:160 in 31.0%, 1:320 in 20.7%, 1:640 in 6.9% and 1:1280 in 3.5%,
respectively. Comparing the IIF titres, 61.5% (16/26) of them decreased after treatment, 11.6%
(3/26) remained with the same titration and 26.9% (7/26) increased (Table 1).

All samples showed positive results for beta-globin human gene. The N-PCR detected 7.
cruzi DNA in 48.3% (14/29) of the samples and parasite DNA was not amplified in 41.4% (12/29).
Three cases (10.3%) were considered inconclusive, with discordant results (one positive result
without concordance with repetitive reactions). None of the 29 collected samples were positive for
hemoculture. The comparison of immunological and parasitogical results after chemotherapy are

summarized in Table 2.
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In control group (non-treated), the mean age was 60 + 3.68 years old and all individuals
were reagent to ELISA and IIF tests, with titration varying from 1:40 to 1:1280.

According to N-PCR assays, 70.0% (7/10) were positive, 20.0% (2/10) negative and one
case (10.0%) was inconclusive. The hemoculture was positive in 40.0% (4/10) of the cases and the

parasites were observed in a mean time of 63.5 (37-85) days after blood culture.

4. Discussion

Even though CD affects millions of people around the world, its treatment remains
unsatisfactory. The drugs available do not have a proved efficacy in the elimination of parasitism
and the major problem is the difficult to determinate 7. cruzi clearance. The conventional
immunological assays remain with positive results after years post-treatment and the antibody titres
decreasing does not represent the cure itself, since some long term patients show disease evolution
(Prata 2001). Furthermore, parasitological tests of routine (xenodiagnosis and hemoculture) are not
adequate to monitor cure due to the low sensitivity in chronic phase, even when considering non-
treated persons. Recently, PCR based assays have been pointed as an alternative tool to solve
doubtful serology and to monitor specific treatment of CD, since its positivity is 2 to 3 times higher
for chronic patients diagnosis when compared to parasitological tests mentioned above (Coura &
Castro 2002). Our study purposed to evaluate two different parasitological assays (N-PCR and
hemoculture) in comparison to conventional immunological assays (ELISA and IIF) as tools for
investigation of chemotherapy effectiveness in a cohort of 29 individuals infected by 7. cruzi who
received benzonidazole treatment.

In this work, N-PCR evidenced therapeutic failure in 48.3% of the cases, therefore parasite
DNA were not found in 51.7% of the samples (negative and inconclusive results). Other reports

based on PCR analysis demonstrated the unsuccessful of specific treatment in 7. cruzi eradication at
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a variable rate of 6.9% to 88.7% positive results for chronic patients (Britto et al. 1999; Lacunza et
al. 2006; Fernandes et al. 2009; Murcia et al. 2010). This discrepancy is related to many factors
considered by authors, such as CD stage, PCR protocols and number of patients studied. With a
similar cohort of 28 individuals, Lana et al. (2009) found 85.2% and 7.1% of positive PCR and
hemoculture results, respectively. A possible explanation could be that these authors collected two
samples of each patient in an interval of one year, increasing the possibility of reaching 7. cruzi
DNA in bloodstream, since the parasitemia in the chronic phase is intermittent. The 100.0% of
negative blood culture indicates the low efficacy of this technique to monitore cure of CD as also
demonstrated by Fernandes et al. (2009). In the control group, 70.0% of the individuals presented
positive results by hemoculture, reinforcing the lack of sensibility in chronic patients even without
specific treatment.

The immunological assays showed that all patients remained with positive or inconclusive
results with no seronegativation; these findings corroborate other reports where post-treatment
serology was superior to 90.0% (Solari et al. 2001; Flores-Chavez et al. 2006; Murcia et al. 2010).
According to Brazilian Consensus in Chagas disease (Ministério da Saude 2005), three consecutive
and persistent drop off of immunological tests dilution can be suggestive of cure; however, in this
study, two cases with decreased titres presented positive PCR. As the same manner as occurs with
parasitemia, the antibodies titres oscillate during the period of infection and the serology titration
does not necessarily correspond to the number of parasites circulating. This also can be verified in
the cases where titres increased even after antitrypanocidal chemotherapy.

These results demonstrate the great difficulty to determinate the success of specific
treatment for CD, since considering immunological standpoint, all patients analyzed could be
considered as non-cured (positive N-PCR in 48.3% of the cases). Considering the other cases, it is

impossible to affirm certainly that they are parasitological cured, since the negative results of
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parasitological tests do not guarantee 7 cruzi clearance. Once suppressive activity of benzonidazole
on parasitemia is expected (Coura & Castro 2002), we could suggest that 7. cruzi levels in blood
was, at least, reduced by drug administration. The possibility of re-infection after treatment cannot
be discarded, especially in the old cases evaluated. However, these individuals have been followed
since chemotherapy at an ambulatory located in a non endemic area, what minimizes the possibility
of vector contact.

The side-effects associated to the chemotherapy with no severe symptoms were observed in
20.7% of the cases studied, as described before (Marin-Neto ef al. 2005). Although undesirable, the
adverse reactions are not necessarily an impediment to drug prescription when an adequate follow-
up is performed.

Despite objections in the establishment of criteria of cure in individuals treated for CD,
etiological treatment with benzonidazole in the chronic phase is recommended by several authors
since there are evidences about its utility in preventing or minimizing lesions during disease
evolution, improving the prognosis of these patients (Viotti et al. 1994; Gallerano & Sosa 2000;
Fabbro et al. 2007).

In conclusion, our findings showed therapeutic failure in some cases evidenced by NPCR.
However, we can suggest that benzonidazole was efficient to decrease the number of parasites in
bloodstream, since parasitological assays were negative/inconclusive in most cases. Further studies
including more patients, the establishment of a systematic blood collecting and the quantitative
measurement of parasitemia levels during and after chemotherapy could elucidate the real
contribution of molecular assays as an efficient tool to evaluate 7. cruzi clearance in Chagas disease

treatment.
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Table 1 Epidemiological, clinical and laboratorial data of Chagas disease patients before and after treatment with

benzonidazole

Laboratorial tests before treatment Laboratorial tests after treatment

Time post-
Patient Sex Age MG ELISA IIF XN treatment ELISA IIF XN HC N-PCR
(years)

1 M 37 - R 1:320 P 7,5 R 1:40 - N P
2 M 44 - R 1:80 - 8,5 R 1:320 - N P
3 F 25 - R 1:80 N 9 R 1:20 - N I
4 M 53 - R 1:160 - 4,5 R 1:160 - N N
5 F 34 - - - - 29 R 1:320 - N P
6 F 36 - R 1:320 - 2 R 1:80 - N P
7 M 33 - R 1:40 - 4,5 R 1:160 - N P
8 F 56 1:32 - 1:1280 - 2,5 R 1:320 - N P
9 M 34 - R 1:160 - 2,5 R 1:160 - N N
10 M 36 - R 1:80 - 4 R 1:40 - N N
11 F 25 - R 1:160 P 4,5 R 1:40 - N N
12 M 37 - R 1:80 - 3 R 1:640 - N N
13 M 48 - - - - 28 R 1:320 - N P
14 F 44 - R 1:160 - 1,5 R 1:80 - N N
15 F 20 - R 1:320 P 9,5 R 1:160 N N N
16 F 26 - R 1:160 N 1 R 1:80 - N P
17 F 39 1:8 - 1:320 N 8 R 1:160 - N N
18 F 47 - R 1:640 P 10 R 1:320 P N P
19 M 43 - R 1:40 - 1,5 R 1:80 - N N
20 M 8 1:4 - 1:160 P 12,5 R 1:10 N N P
21 M 35 - R 1:80 P 7 R 1:40 N N N
22 M 31 - R 1:640 - R 1:1280 - N N
23 F 33 - R 1:160 - 3 R 1:320 - N N
24 M 43 - - - P 5 R 1:160 - N I
25 F 31 - R 1:160 - 4 R 1:160 - N P
26 F 37 - R 1:320 N 2 R 1:160 - N I
27 F 34 - R 1:1280 N 3,5 R 1:640 - N
28 M 30 - R 1:80 - 2 R 1:160 - N P
29 F 42 - R 1:160 - 3 R 1:40 - N P

MG: Machado-Guerreiro test. ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay. IIF: indirect immunofluorescence. XN:

xenodiagnosis. HC: hemoculture. N-PCR: nested-polymerase chain reaction. R: reagent. P: positive. N: negative. I:
inconclusive. - : not informed.



Table 2 Comparison of serological and parasitological results
treatment for Chagas disease with benzonidazole

of experimental group after etiological

n=29 ELISA (%) IIF (%) HC (%) N-PCR (%)
Positive results 29/29 (100) 27/29 (93.1) 0 (0) 14/29 (48.3)
Negative results 0 (0) 0 (0) 29/29 (100) 12/29 (41.4)
Inconclusive results 0(0) 2/29 (6.9) 0(0) 3/29 (10.3)

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay. IIF: indirect immunofluorescence. HC: hemoculture. N-PCR: nested-

polymerase chain reaction.
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v O controle de cura da doenga de Chagas apresenta-se como um grande problema devido a

auséncia de métodos eficientes que comprovem a eliminacao do parasito;

v Dos 29 individuos analisados, 14 (48.3%) apresentaram resultados positivos pela N-PCR,
evidenciando falha terap€utica nesses casos. Doze individuos (41.4%) apresentaram resultados
negativos da N-PCR. Embora esta nao seja uma prova definitiva de cura parasitoldgica, esses
individuos devem ser monitorados para uma avaliagdo mais precisa sobre a eficacia do

tratamento.

v' A hemocultura apresentou resultados negativos em 100% dos casos analisados,

confirmando a sua baixa eficiéncia para o seguimento pos-terapéutico da doenca de Chagas;

v' Os testes imunoldgicos convencionais (IFI e ELISA) permaneceram com resultados
positivos mesmo anos apos o tratamento etioldégico, o que evidencia a dificuldade de

estabelecimento do critério de cura a partir da sorologia;

v" Estudos futuros que considerem o monitoramento quantitativo do nimero de parasitos
durante a terapia especifica e que realizem a sistematizagdo de coletas apos o tratamento,
poderdo contribuir para a avaliagdo dos métodos moleculares na indicagdo de cura

parasitoldgica da doenga de Chagas.
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