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RESUMO 
 
 
 

A doença de Chagas (dC) é a terceira doença endêmica que mais causa danos à 
saúde humana. Com o intuito de eliminar o parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi) ou 
diminuir a carga parasitária, recomenda-se o uso do benznidazol (BNZ). O objetivo 
do presente estudo foi avaliar a eficácia do tratamento com BNZ em pacientes 
chagásicos crônicos, mensurando a carga parasitária antes e pós-tratamento pela 
qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction). Foi realizado um estudo descritivo, 
prospectivo de uma coorte de pacientes chagásicos crônicos submetidos ao BNZ, 
atendidos no ambulatório do Grupo de Estudos em Doença de Chagas 
(GEDoCh/Unicamp), centro de referência, acompanhados por até 18 meses pós-
tratamento. Apuraram-se dados epidemiológicos, clínicos, laboratoriais e os 
possíveis eventos adversos (EA) decorrentes do uso do medicamento. Trinta e dois 
pacientes foram tratados com BNZ (5mg/kg/dia), sendo que em 25 casos (78,12%) o 
completaram por 60 dias. Em 26 casos ocorreram EA (81,25%), sendo a alteração 
cutânea a mais frequente em 18 casos (56,25%), seguido de alteração gástrica em 
quatro casos (12,50%), alteração hematológica (neutropenia) em três casos (9,37%), 
alteração hepática em um caso (3,12%) e neuropatia periférica em um caso (3,12%). 
A forma clínica mais frequente foi indeterminada em 16 casos (50%), seguida da 
cardíaca em 14 casos (43,75%) e digestiva em dois casos (6,25%). A localidade da 
possível transmissão vetorial foi mais prevalente em Minas Gerais com 23 casos 
(71,87%), seguida da Bahia com cinco casos (15,62%), Pernambuco com três casos 
(9,37%) e Goiás com um caso (3,12%). Para a análise da qPCR foram apreciado 19 
casos (59,37%). Os resultados antes do início do tratamento foram: dois casos 
(10,52%) detectáveis e quantificável, cinco casos (26,31%) detectável e não-
quantificável e 12 casos (63,15%) não detectável a carga parasitária. Pós-tratamento 
observou-se: 16 casos (84,21%) não detectáveis e três casos (15,78%) detectáveis 
e não-quantificável a carga parasitária. O limite de detecção foi de 10

0
 equivalente 

genômico/mL. Para os resultados sorológicos, não houve significância estatística 
dos títulos, antes e pós-tratamento, já que em nenhum dos casos foram negativos ou 
não atingiram valores limites de positividade após o uso com BNZ. A qPCR 
apresenta acurácia como ferramenta coadjuvante para o critério de avaliação da 
carga parasitária pelo T. cruzi. No entanto, ainda deixa dúvidas quanto à cura 
parasitológica nos casos em que não detecta os parasitos, devido aos limites de 
detecção e quantificação da própria técnica. Pode-se concluir pelo presente estudo 
que a qPCR mostrou-se importante na identificação da falha terapêutica 
precocemente, nos casos onde detectou-se a carga parasitária pós-tratamento com 
BNZ. No entanto, não é possível afirmar a cura parasitológica nos casos não 
detectáveis, dentre o período de seguimento desta análise. 

 

 

Palavras-chave: Doença de Chagas; Benznidazol; Eventos adversos; Sorologia; 
qPCR; 



 

ABSTRACT 
 

Chagas disease (Cd) is the third most endemic disease that causes damage to 
human health. In order to eradicate the parasite Trypanosoma cruzi (T. cruzi) or 
reduce parasite load, the use of benznidazole (BNZ) is recommended. The purpose 
of the present study was to assess the efficacy of BNZ-specific treatment in chronic 
chagasic patients by measuring parasite load before and after treatment by the 
quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) technique. A descriptive, 
prospective and diagnostic validation study was performed in chronic chagasic 
patients who underwent BNZ treatment, attending the outpatient clinic of Grupo de 
Estudos em Doença de Chagas (GEDoCh / Unicamp), a reference center in the care 
of individuals with Cc. Epidemiological, clinical, laboratory and adverse events (AE) 
data resulting from the use of the drug were taken into account. The methodology for 
the use of qPCR followed the protocol of Piron et al, 2007. Thirty-two patients started 
the treatment with BNZ (5mg / kg / day), and 25 (78.12%) completed it for 60 days. 
Out of the 26 cases where AD occurred (81.25%), the cutaneous reaction was the 
most frequent, occurring in 18 of them (56.25%), followed by epigastric pain in four 
cases (12.50%), hematological change (neutropenia) in three cases (9.37%), liver 
enzyme alterations in one case (3.12%), and peripheral neuropathy in one case 
(3.12%). Seven patients (21.87%) discontinued the treatment due to EA to BNZ. The 
most frequent clinical form was undefined, occurring in 16 cases (50%), followed by 
the cardiac form in 14 cases (43.75%) and the digestive one in two cases (6.25%). 
The area of the possible vector transmission was the state of Minas Gerais with 23 
cases (71.87%), followed by Bahia with five cases (15.62%), three cases in 
Pernambuco (9.37%) and one case (3.12%) in Goiás. The results of qPCR before the 
beginning of the treatment were: two cases (10.52%) with detection and 
quantification of parasite load; five cases (26.31%) with detection, but without 
quantification; 12 cases (63.15%) without parasite load detection. After the treatment: 
in 16 cases (84.21%) the parasite load was not quantified and in three cases 
(15.78%) there was detection, but without quantification. The limit of detection was 
10

0
 genome equivalents / mL. There was no statistical significance of the titers 

regarding serology, before and after the treatment, and there were no negative cases 
or these reached the limit values of positivity. The qPCR technique presents 
accuracy as an additional tool for the assessment criteria of parasite load by T. cruzi. 
However, it still leaves doubts about the parasitological cure in cases where it does 
not detect the parasites, due to the limits of detection and quantification of the 
technique itself. Based on the results of the present study, it can be concluded that 
qPCR has become important in detecting the therapeutic failure early in cases where 
parasite load was detected after the treatment. However, it is not possible to assert 
the parasitological cure in cases where the qPCR did not detect post-treatment 
parasite load, during the period of this study. 
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1. Introdução 
 
 
 
 

1.1. A descoberta da doença de Chagas 
 

A doença de Chagas (dC) ou tripanossomíase sul americana, causada pelo 

protozoário Trypanosoma cruzi (T. cruzi), sendo descrita em 1909 pelo médico brasileiro 

Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas, que nomeou o parasito em homenagem a Oswaldo 

Cruz (Chagas, 1909), renomado sanitarista na época, no Brasil. Esse parasito foi 

encontrado em vetores e mamíferos no norte de Minas Gerais/Brasil, detectado em 

humanos. A dC humana é endêmica do sul dos Estados Unidos da América do Norte à 

Patagônia, transmitida por vetores hematófagos domiciliados (Insecta, Hemiptera, 

Reduviidae, Triatominae), que se dispersaram nessa região no Cretáceo Superior, 

derivados de hemípteros fitófagos e predadores, originando um ciclo enzoótico primitivo 

(Coura JR, 1997; Dias JCP e Schofield CJ, 1999). 
 

A dC é a terceira doença endêmica mais comum no mundo, depois da malária 

e a esquistossomose (Benziger, 2015). É uma condição infecciosa, com fase aguda e 

crônica, classificada como doença negligenciada pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) (II Consenso Brasileiro em Doença de Chagas, 2015). Infelizmente, um século 

após a descoberta da dC, esta ainda afeta entre 5 – 6 milhões de pessoas em vários países 

da América Latina, sendo uma das principais causas de morte súbita, arritmias e 

insuficiência cardíaca (Morillo et al, 2015). 

 
 

1.2. Aspectos epidemiológicos da doença de Chagas  
1.2.1. No mundo  

A globalização e a urbanização das doenças endêmicas rurais representam 

grandes desafios para todos os países, pois determinam a coexistência de doenças 

infecciosas em centros urbanos e periurbanos, contribuindo sinergicamente para aumentar 

a morbimortalidade. Assim, a globalização da dC é discutida no contexto de aspectos 

bioecológicos, socioculturais e políticos, incluindo temas relevantes como migração, 

fluxos internacionais para países não-endémicos, vetores, movimentos de reservatórios, 

além da gestão médica como um ponto crítico (Shikanai Yasuda e Viñas, 2013). Na 
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Figura 1, pode-se visualizar a distribuição global de casos com dC, baseado em 

estimativa no período de 2006 a 2010, como Espanha, Austrália, Jãpão entre outros. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura1. Distribuição global de casos com doença de Chagas, baseado em estimativa oficial, 2006 – 2010. 
Número de casos estimados de infecção por Trypanosoma cruzi: em azul = < 900 casos; amarelo = 900 até 
89.999 casos; laranja = 89.999 até ≥ 900.000 casos; em cinza = casos oficialmente não relatados; vermelho 
= >1.000.000 referente ao Cone Sul, com exceção da Bolívia (Thompson, 2015). 

 
 

 

Segundo a OMS (World Health Organization, 2012) estima-se que existe entre 6 

a 7 milhões de indivíduos infectados em todo o mundo com a dC, dos quais 3.581.423 

(62,4%) residem em nações que compõem a Iniciativa dos Países do Cone Sul, 

destacando-se a Argentina (1.505.235), Brasil (1.156.821) e Bolívia (607.186). Todavia, 

estes dados divergem de outras estimativas realizadas por diferentes grupos de pesquisa e 

métodos para definição de infecção por T. cruzi em vários países, o que dificulta o 

estabelecimento exato da prevalência da dC nas Américas. No entanto, os autores 

concordam que o número de infectados é, ainda, muito expressivo no contexto sanitário e 

social do continente, requerendo prioridade e atenção (II Consenso Brasiliero da Doença 

de Chagas; Shikanai Yasuda e Viñas, 2013). 

 

1.2.2. No Brasil  
Entre os anos de 1975 – 1980 realizou-se um inquérito sorológico para 

examinar a prevalência de infecção chagásica no Brasil. O objetivo principal era detalhar 

a distribuição geográfica da dC, tendo como objetivo específico delimitar e estratificar a 

área com transmissão endêmica da dC, além de orientar as ações de controle vetorial 

(Camargo et al, 1984). Essa iniciativa foi desenvolvida pela Superintendência de 
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Campanhas de Saúde Pública (SUCAM/MS), com apoio financeiro do Conselho 

Nacional de Pesquisas (CNPq), através do Programa Integrado de Doenças Endêmicas 

(PIDE). 
 

Por meio desse Inquérito a soroprevalência em população residente em área 

rural foi estimada em 4,22%. Foram realizadas 1.352.197 exames de imunofluorescência 

indireta (IFI), em indivíduos de 3.026 municípios de 24 estados, segundo a divisão 

geopolítica da época. No entanto, o inquérito não abrangeu o Estado de São Paulo e o 

Distrito Federal, pois, acreditava-se que havia informação suficiente sobre a 

soroprevalência destes locais. Os resultados foram confirmatórios em relação ao que era 

já conhecido. Alguns dados não foram satisfatórios naquele momento, no entanto, anos 

depois, com auxilio de outros estudos entomológicos, serviram para interpretações mais 

abrangentes sobre a real prevalência da dC no país (Silveira et al, 2011). 
 

Entre o período de 2007 a 2016, foram confirmados casos de dC aguda na 

maioria dos estados brasileiros, com média de 200 casos/ano, sendo que 

aproximadamente 95% deles, ocorreram na região Norte do país. Dentre estes, o estado 

do Pará foi responsável por 85% dos casos. As prováveis formas de transmissão foram a 

oral (69%), a vetorial (9%) e não identificada (21%). Embora haja um controle de 

vigilância no país, a ocorrência de novos casos ainda é relevante. A prevalência estimada 

atualmente da dC em geral no Brasil varia de 1,0 a 2,4% da população, o equivalente a 

1,9 a 4,6 milhões de pessoas infectadas por T. cruzi. O reflexo é a elevada carga de 

mortalidade pela doença registrada no país, representando uma das quatro maiores causas 

de mortes por doenças infecciosas e parasitárias (Ministério da Saúde Brasileiro – 

http://portalms.saude.gov.br/saude-de-a-z/doenca-de-chagas/situacao-epidemiologica). 

 
 

1.1. Agente etiológico e sua diversidade genética  
O agente etiológico da dC é o protozoário T. cruzi, ser eucarioto, pertencente 

ao filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe Zoomastigophora, ordem 

Kinetoplastida e família Trypanosomatidae. Por pertencer a esta ordem taxonômica, o 

parasito apresenta uma organela especifica denominada de cinetoplasto (kDNA), 

encontrada sob forma condensada de DNA (ácido desoxirribonucleico) extranuclear, 

constituído de moléculas organizadas em forma de maxicírculos e minicírculos, podendo 

abranger até 30% do DNA total do parasito (Prata, 2001). Por apresentar essa 

peculiaridade atraiu a atenção de pesquisadores em busca da reconstrução filogênica, com 
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propósito de desvendar a origem e evolução desta característica genética, como também, 

outras bioquímicas e estruturais (Moreira et al, 2004). 
 

Estudos conferiram diferenças morfológicas entre cepas coletadas de 

mamíferos silvestres, de alguns insetos e de amostras humanas. Associaram essas cepas 

às diversas localidades territoriais e com as variações das formas clínicas da dC 

diagnosticadas em diferentes indivíduos, o que levou à proposta de um termo como 

“complexo cruzi”. Em 1977, identificaram-se duas combinações marcadamente distintas 

de padrões de isoenzimas (Miles et al, 1977). Posteriormente, nos anos 90, com o advento 

da biologia molecular, demonstrou-se que clones principais de determinadas áreas 

endêmicas poderiam ser responsáveis por distintas manifestações clínicas e resposta 

quimioterápica (Andrade SG, 1974). Em 2009, outro trabalho propôs uma nova 

classificação, para as diferentes cepas do parasito, aconselhando o uso da nomenclatura 

DTUs (“discrete typing units”), com seis diferentes classes, denominadas T. cruzi I, II, 

III, IV, V e VI (Zingales et al, 2009). Essa classificação é utilizada atualmente para 

estudos epidemiológicos e clínicos da dC, já sendo conhecido que algumas DTUs são 

mais resistentes que outras à terapêutica específica (Zingales, 2011). Detalhes na Figura 

2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 2. Distribuição epidemiológica das DTUs em humanos da América do Sul. Prevalência das formas 
cardíaca e assintomática nos países ao Norte da linha pontilhada e das formas cardíaca, digestiva e 
assintomática, ao Sul. Fonte (Zingales B, 2011). 

 
 

1.4. Formas de transmissão 
1.4.1. Transmissão vetorial 
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O parasito é transmitido, principalmente, por insetos hematófagos da 

subfamília Triatominae. Este parasito apresenta um ciclo de vida complexo, alternando 

entre dois hospedeiros invertebrados e vertebrados. Um deles em insetos (denominados 

de vetores), e outro em mamíferos (denominados de reservatório). Em cada hospedeiro o 

parasito desenvolve dois estágios morfogenéticos distintos: forma proliferativa, 

denominada de epimastigota e amastigota; forma infecciosa, chamada de tripomastigota. 

A forma epimastigota se desenvolve nos insetos e em meio de cultura, apresentando 

morfologia alongada e dotada de grande mobilidade, com cinetoplasto localizado 

anteriormente ao núcleo. A forma amastigota corresponde ao estágio de multiplicação 

intracelular, nas células de mamíferos, apresentando forma esférica ou ovalada, destituída 

de mobilidade flagelar. E a forma tripomastigota, metacíclica, encontra-se na corrente 

sanguínea dos vertebrados e nas porções distais do intestino dos vetores, estágio 

infectante e não-replicativo, com morfologia fusiforme e grande mobilidade, com 

cinetoplasto localizado na parte posterior ao núcleo (Coura et al, 2002; Campos, 2017). 

Na Figura 3, pode-se observar o ciclo de vida do T.cruzi e suas formas morfológicas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 3. Ciclo de reprodução do parasito Trypanosoma cruzi. Fonte do Instituto de Comunicação e 
Informação Científica e Tecnológica em Saúde da Fundação Oswaldo Cruz (ICICT/Fiocruz). 

 
 
 

A ocorrência da transmissão clássica da dC humana, ou seja, a vetorial 

depende de três fatores básicos. A presença do T. cruzi, o agente etiológico da doença 

como vetores infectados (barbeiros), hospedeiros humanos e animais suceptíveis vivendo 

no ambiente domiciliar. Esse tipo de transmissão ocorre em, aproximadamente, 80% das 
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infecções chagásicas em regiões endêmicas sem controle vetorial e está diretamente 

relacionado, também, a fatores humanos e socioeconômicos, tais como a qualidade da 

habitação, a ação do ser humano sobre o ambiente e as migrações. A penetração do 

parasito pode levar ao surgimento dos chamados sinais de porta de entrada, detectados em 

20% a 50% dos casos (Galvão, 2014; Dias, 2001). 
 

Foram descritas 148 espécies de triatomíneos mundialmente, contabilizadas 

no Brasil 65 espécies, sendo reconhecidas como aquelas, que em algum momento, 

tiveram participação na transmissão domiciliar do T. cruzi: Triatoma infestans, Triatoma 

brasiliensis, Triatoma pseudomaculata, Triatoma sordida e Panstrongylus megistus 

(Silveira et al, 1984). Atualmente, com o controle desta forma de transmissão da dC no 

Brasil, os desafios são de sustentar os níveis de controle alcançados e desenvolver 

modelos de vigilância/controle de redução do risco de transmissão do ciclo silvestre de 

transmissão (Galvão, 2014). 
 

Na Figura 4 pode-se observar um inseto da espécie Panstrongylus megistus 

infectado, levado ao GEDoCh/Unicamp (dezembro/2016), por um munícipe de Monte 

Mor/SP, cuja residência localiza-se na região urbana da cidade. Característica marcante 

desse inseto é o habitat em palmeiras, ocos de árvores, galinheiros e em outras estruturas 

peridomiciliares (Carcavallo et al. 1998) e na Figura 5 visualiza-se a distribuição 

geográfica das principais espécies de vetores da dC na Ámerica Latina (Flores-Ferrer et 

al, 2017). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Panstrongylus megistus infectado levado ao ambulatório do GEDoCh/Unicamp, por munícipe de 
Monte Mor/São Paulo, em dezembro/2016. Fonte do GEDoCh/Unicamp. 
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Figura 5. Distribuição geográfica das principais espécies de vetores da dC na Ámerica Latina (de Flores-
Ferrer et al, 2017). 

 
 

1.4.2. Transmissão congênita  
O risco de transmissão vertical por T. cruzi depende da quantidade de 

parasitos circulantes e estado imunológico materno, dos fatores placentários e do grau de 

virulência da cepa. Embora a maioria dos recém-nascidos seja assintomática, em alguns 

casos, pode ocorrer sintomatologia como febre prolongada, hepatoesplenomegalia, 

insuficiência respiratória, prematuridade, baixo peso ao nascer e natimorto (Carlier et al, 

2015). O diagnóstico em caso suspeito de dC por transmissão vertical é como para 

infecção aguda de qualquer natureza, realizado por métodos parasitológicos diretos, como 

exame a fresco, microhematócrito, creme leucocitário, Strout, em amostras de sangue 

coletadas do cordão umbilical e/ou do sangue periférico do recém-nascido, 

preferencialmente na primeira semana de vida (Carlier e Torrico, 2003). Na figura 6 

pode-se verificar o parasito em lamina obtido pelo método Strout. 
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Figura 6. T.cruzi encontrado em amostra de sangue de recém-nascido pelo método Strout, realizado no 
Laboratório de Patologia Clínica do Hospital de Clínicas/Unicamp, em outubro de 2017. Fonte do 
GEDoCh/Unicamp. 

 
 

1.4.3. Transmissão transfusional da doença de Chagas  
A transmissão de T. cruzi por transfusões de sangue teve aumento 

significativo devido à urbanização da dC, tanto em países endêmicos da América Latina, 

incluindo Brasil, quanto em países não endêmicos, como por exemplo, Japão. 

Atualmente, no Brasil, esta forma de transmissão do parasito encontra-se controlada, 

havendo avançado combate da transmissão, não só pela busca da segurança transfusional, 

mas também processo de hemovigilância, através da integração de um sistema nacional 

entre hemocentros, vigilância epidemiológica e vigilância sanitária (Moraes-Souza e 

Ferreira-Silva, 2011). 
 

Na transmissão transfusional o paciente apresenta sintomas ou sinais clínicos 

praticamente idênticos aos encontrados na fase aguda por transmissão vetorial, exceto 

pela ausência de sinais de porta de entrada. Esse acometimento clínico deve ocorrer após 

o 120º dia de ter recebido sangue ou algum outro hemocomponente contaminado. Estima-

se que a probabilidade de haver risco de contaminação pela via transfusional seguindo o 

cálculo matemático: Ρ = 1-(1 - f) x n x k x SR, onde f refere-se à frequência de doadores 

infectados na população, n ao número de unidades transfundidas no receptor, k ao fator à 

fórmula original de Cerisola referente à infectividade de um produto infectado, e SR 

relacionado à taxa de sobrevivência dos receptores após um a dois anos da transfusão (II 

Consenso Brasileiro em Doença de Chagas, 2015). 
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1.4.4. Doença de Chagas e imunossupressão  
O manejo de casos com reagudização da dC na vigência de imunossupressão 

constitui-se em importante e emergente problema de saúde pública em todos os países 

com pessoas portadoras da dC (Recomendações para diagnóstico, tratamento e 

acompanhamento da coinfecção Trypanosoma cruzi-vírus da imunodeficiência humana, 

2006). No caso de transplante de órgãos
,
 devem ser considerados os padrões de 

endemicidade das áreas de origem e residência, tanto de doadores quanto dos receptores, 

no sentido de se delinear a melhor conduta, tanto para casos de triagem, quanto da 

terapêutica de uma eventual infecção por T. cruzi (II Consenso Brasileiro em Doença de 

Chagas, 2015). 
 

A prevalência de reagudização da infecção por T. cruzi em transplante varia 

de 27% a 90%, com média de 35%, podendo ser confundida com a rejeição do órgão. 

Considerando que, as complicações pós-transplantes são semelhantes tanto nos receptores 

chagásicos, quanto nos não chagásicos. A reagudização pode ser diagnosticada do 1° ao 

24º meses pós-transplante, com taxa de mortalidade extremamente baixa, podendo 

corresponder a 0,7% dos casos. O tratamento etiológico da dC pré transplante para os 

candidatos ao transplante cardíaco, geralmente não é recomendado, porque é ineficaz 

para impedir a reagudização. Havendo tempo hábil, o tratamento antiparasitário 

convencional como conduta pré-transplante pode ser instituído. Caso contrário, não 

deverá impedir a realização do transplante, havendo condutas a ser adotadas para impedir 

a infecção do receptor, assim como para o acometimento do órgão transplantado. 

(Bestetti, 2009; Altclas et al, 2005). 
 

A dC em pacientes imunocomprometidos teve maior expressão devido à 

associação com a infecção HIV/AIDS. Nestes casos, a coinfecção pode levar a uma 

evolução clínica mais grave ou até letal neste grupo específico de pacientes, na vigência 

de reagudização da dC. A taxa de coinfecção encontrada foi de aproximadamente 10 

casos/100.000 habitantes/ano para a confirmação laboratorial do HIV/AIDS e de 

6/100.000 para o diagnostico da dC. Estimativas brasileiras indicam uma taxa de 

Chagas/HIV, de aproximadamente 1,3% e cerca de 21.000 casos coinfectados na América 

Latina (Fica et al, 2017; Almeida et al, 2011). 
 

A frequência da reagudização na coinfecção Chagas/HIV não é totalmente 

conhecida, porém em um estudo prospectivo, no qual foram avaliados casos no período 

pré e pós-terapia antirretroviral, verificou-se ocorrência de reagudização da dC em 20% 
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dos casos. Clínicamente, as manifestações mais comuns de reagudização da dC são febre, 

paniculite (nódulos subcutâneos), miocardite, meningoencefalite, e sintomas como 

anorexia, mialgia, mal-estar ou diarreia. A positividade de outros métodos parasitológicos 

como o xenodiagnóstico, a hemocultura e a pesquisa de DNA do parasito pela PCR não 

quantitativa, não deve ser considerada como evidência de reagudizacão, uma vez que na 

fase crônica da doença em pacientes imunocompetentes, a parasitemia pode ser 

demonstrada por esses métodos. Vale ressaltar que, diante da suspeita clínica de 

reagudização da dC, a negatividade da pesquisa direta do parasito não exclui a 

possibilidade, devendo nesses casos, serem realizadas pesquisas repetidas no sangue e 

outros líquidos corpóreos, principalmente o líquor (Almeida et al, 2010). 
 

Pacientes com infecção concomitante com T. cruzi e HIV, que apresentam 

imunodepressão, podem receber tratamento com BNZ, quando a taxa de linfócitos TCD
4+

 

tornar-se inferior a 200 células/mm
3
. Outra forma de conduta clínica nos pacientes 

coinfectados é monitorar a carga viral do HIV, como fator indicativo de imunossupressão 

(Recomendações para diagnóstico, tratamento e acompanhamento da coinfecção 

Trypanosoma cruzi-vírus da imunodeficiência humana, 2006; Almeida et al, 2011). 
 
 

1.5. Aspectos clínicos da doença de Chagas 
1.5.1. Fase aguda  

A fase aguda apresenta alta parasitemia, com parasitos espalhados pelo 

hospedeiro, replicando no interior dos macrófagos e em uma variedade de outras células, 

com preferência pelas musculares cardíacas. Esta fase é caracterizada 

histopatologicamente por infiltrado inflamatório e necrose dos tecidos (Soares et al, 

1999). 
 

A fase aguda é tipicamente assintomática. Em 2% a 5% dos casos apresentam 

sintomas variáveis, os quais podem durar de 4 a 8 semanas, como febre persistente (por 

mais de sete dias), edema de face ou de membros, exantema, linfonodomegalia, 

hepatomegalia, esplenomegalia, cardiopatia aguda (taquicardia, sinais de insuficiência 

cardíaca), meningoencefalite, manifestações hemorrágicas, icterícia, sinal de Romaña e 

chagoma de inoculação (II Consenso Brasileiro em Doença de Chagas, 2015). 

 
 

1.5.2. Fase crônica  
Da fase aguda para a fase crônica observa-se uma diminuição dos parasitos, 

tanto no sangue, quanto nos tecidos. A fase crônica da doença se divide em formas 
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clínicas como: indeterminada, cardíaca, digestiva ou mista, anos, ou até mesmo décadas, 

após o primeiro contato com o parasito e do início do processo infeccioso. 

Aproximadamente, 30% dos pacientes desenvolvem sintomas, caracterizados por 

arritmias cardíacas, dilatação segmentar do trato gastrointestinal, particularmente com 

megaesôfago ou megacólon, isoladamente ou associadamente (Ayo et al, 2013). 

 
 

1.5.2.1.  Forma clínica indeterminada  
Uma vez que a fase aguda se encerra, a maioria dos pacientes entra na fase 

crônica, iniciando a forma indeterminada, caracterizada por ser assintomática. 

Aproximadamente, 70% de pessoas infectadas permanecem nesta forma clínica da 

doença. Os portadores da forma indeterminada apresentam sorologia reagente e / ou 

exame parasitológico positivo para T. cruzi, não apresentam sntomas clínicos específicos 

da doença, e resultados de eletrocardiograma convencional, radiografia de tórax, esôfago 

e cólon normais. Ressalta-se que não há a necessidade de utilização de outros exames 

complementares para o diagnostico desta forma da dC (Rassi et al, 2012; Benvenuti et al, 

2017). 

 
 

1.5.2.2.  Forma clínica cardíaca  
De 30% a 40% dos pacientes na fase crônica da dC desenvolvem alterações 

cardíacas, podendo ser sintomáticas, incluindo insuficiência cardíaca, arritmias e 

tromboembolismo, causando grande incapacidade do individuo em realizar atividades do 

cotidiano, e, consequentemente, impactando nos fatores econômicos e sociais de uma 

nação. Diversos fatores contribuem para o desenvolvimento da cardiopatia chagásica, 

como perturbações da rede capilar, devido ao infiltrado inflamatório, induzindo 

miocitólise focal, gerando danos microvasculares e remodelação miocárdica. Estudo 

sobre processos inflamatórios cardíacos em pacientes chagásicos crônicos mostrou que o 

tecido cardíaco é o alvo mais importante para a infecção pelo T. cruzi, pois o parasito 

induz a produção de quantidades de marcadores citoquímicos e enzimas inflamatórias, 

incluindo redução iônica do óxido nítrico e diminuição das metaloproteinase da matriz 

extracelular, responsável pela produção das proteínas do colágeno, elastina, laminina, 

fibronectina e proteoglicanos, consequentemente, remodelação da estrutura do coração 

(Benziger et al, 2017; Benvenuti et al, 2017; Penas et al, 2012). As Figuras 7 e 8 ilustram 

alguns aspectos da cardiopatia chagásica crônica. 
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Figura 7. Radiografia do tórax de paciente chagásico crônico, demonstrando cardiomegalia grave. Fonte do 
GEDoCh/Unicamp.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 8. Eletrocardiograma de paciente chagásico crônico com bloqueio do ramo direito. Fonte do 
GEDoCh/Unicamp. 

 
 
 

1.5.2.3.  Forma clínica digestiva  
A forma digestiva da dC afeta, aproximadamente, 10% de indivíduos 

infectados pelo parasito, e clínicamente é caracterizada por megaesôfago e megacólon. 

Em relação ao megaesôfogo encontra-se como principal sintoma a disfagia, podendo 

ocorrer ptialismo, soluços, odinofagia, regurgitação, sensação de sufocação noturna, 

pneumonia aspirativa e desnutrição. A disfagia progride lentamente e é bem tolerada por 

muitos anos. Por isso, pacientes frequentemente não procuram atendimento médico em 

serviços de saúde até que a disfagia progressiva em decorrência do megaesôfago interfira 

no seu estilo de vida. Observa-se que os próprios pacientes modificam espontaneamente 

seus hábitos alimentares para atenuar a disfagia (Ayo et al, 2013; II Consenso Brasileiro 

em Doença de Chagas, 2015). Para o megacólon a apresentação clínica é a constipação 

intestinal como sintoma principal, podendo ocorrer diarreia paradoxal (constipação 
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intercalada por períodos de diarreia), distensão abdominal e fecaloma. A dilatação 

colônica localizada no reto e sigmóide são mais observadas por estudo de radiografia 

contrastada, podendo ser detectada em até 80% dos casos, mas pode ocorrer também 

apenas no reto, apenas no sigmóide ou em todo o cólon. A manometria anorretal (emeno 

opaco) é útil para o diagnóstico da acalasia do esfíncter interno do ânus (II Consenso 

Brasileiro em Doença de Chagas, 2015). Fatores importantes na patogênese da forma 

digestiva incluem anormalidades do sistema nervoso entérico autônomo e infiltrado 

inflamatório que atua como efetor na destruição do plexo mientérico. A principal 

característica da forma digestiva da doença é a desnervação, com uma redução de 

aproximadamente 85% no número de neurônios da região do esôfago e uma redução de 

cerca de 50% dessas células do colón. A resposta imune pode estar envolvida no processo 

de denervação. Embora a resposta imune seja essencial no controle do crescimento 

parasítário, o dano ao coração e ao trato digestivo pode ser devido ao desequilíbrio 

imune. É importante enfatizar que o envolvimento do sistema imunológico, através do 

papel das citocinas e do grau da resposta no decurso da doença, desencadeará as 

diferentes manifestações clínicas no paciente (Rezende JM, 1989). As Figuras 9 e 10 

ilustram a forma digestiva da dC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9. Esofagograma de paciente chagásico crônico com megaesôfago de grau II de dilatação. Fonte do 
GEDoCh/Unicamp. 
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Figura10. Enemo opaco de paciente infantil chagásico crônico com megacólon. Fonte do 
GEDoCh/Unicamp. 

 

1.5.2.4.  Forma clínica mista  
Em alguns casos pode ocorrer associação de comprometimento do esôfago e 

do cólon, juntamente com problemas cardíacos, em um mesmo paciente, desta forma 

caracterizando a dC como forma clínica mista, com uma taxa variando entre 5% dos 

casos. Na evolução da dC, a esofagopatia geralmente precede a cardiopatia (Rezende et 

al, 1960). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 11. Historia natural da doença de Chagas com apresentação clínica. Fonte adaptada de Rassi, 2015. 

 
 

1.6.  Diagnósticos Laboratoriais da doença de Chagas 
1.6.1. Métodos Parasitológicos 
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Devido à elevada parasitemia na fase aguda da dC, com presença de 

tripomastigotas circulantes na corrente sanguínea, o exame parasitológico direto é o 

padrão-ouro para o diagnóstico, independentemente da forma de transmissão. O parasito 

pode facilmente ser encontrado por métodos diretos como a pesquisa no sangue a fresco, 

em creme leucocitário, ou em concentração pelo microhematócrito, Strout e/ou QBC 

(Quantitative Buffy Coat). Trata-se de testes diagnósticos de elevada sensibilidade na fase 

aguda da doença, entre 80% a 90% (II Consenso Brasileiro em Doença de Chagas, 2015). 

 
 

O parasito pode ser detectado, também, por exames parasitológicos indiretos, 

como o xenodiagnótico e a hemocultura, tendo todos estes exames 100% de 

especificidade (Portela-Lindoso et al, 2003). 

 
 

1.6.1.1. Esfregaço de sangue  
O esfregaço de sangue consiste em coletar o sangue capilar, feita em fluxo 

espontâneo e na ausência de álcool. Pode ser realizado de duas maneiras: camada delgada 

e gota espessa. O esfregaço de camada delgada apresenta vantagem, pois a distorção do 

parasito será mínima, mas há a desvantagem em ter que examinar muitos campos 

microscópicos, até encontrá-lo, principalmente quando a parasitemia é baixa. Já em 

relação à gota espessa, apesar da distorção das formas parasitárias ser maior, a 

probabilidade de detecção aumenta, porque a quantidade de sangue a ser examinada é três 

ou quatro vezes maior do que no esfregaço (Boaventura, 2015). 

 
 

1.6.1.2.  Microhematócrito  
Método de concentração do creme leucocitário, descrito inicialmente na 

década de 1980 por Feilij et al, 1983. Apresenta melhor sensibilidade que outros métodos 

parasitológicos, pois detecta menos de 1.000 parasitas/mL de sangue analisado. Outra 

vantagem mencionada foi em relação ao tempo de operação, reduzido em pelo menos um 

terço, quando comparado ao método de gota espessa. O método de microhematócrito é 

fácil de ser realizado, de baixo custo e resultado rápido, apresentando valor preditivo 

positivo de 100% e valor preditivo negativo de 90% (Mora et al, 2005). 

 
 

1.6.1.3. Strout 
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O método Strout, também de concentração do sangue, foi descrito em 1962 

por Strout, 1962, servindo para o diagnóstico imediato da dC durante a fase aguda. Esta 

prática consiste em centrifugar o sangue, em velocidades diferentes, até a obtenção do 

creme leucocitário. Acima deste encontram-se os parasitos flagelados, os quais serão 

visualizados ao microscópio em lâminas coradas. 
 

Um estudo brasileiro (Emanuel et al, 1970) constatou que o método Strout foi 

mais eficaz na identificação do parasito em relação aos outros métodos que também 

utilizam o creme leucocitário, no sangue periférico de pacientes com a forma aguda da 

dC, apresentando uma positividade em 100% dos casos. Outro estudo encontrou a 

positividade de apenas 70% (Cedillos et al, 1970). Segundo o Ministério da Saúde/Brasil, 

este método possui maior sensibilidade, sendo indicado quando o paciente apresenta 

sintomas da dC, há pelo menos 30 dias, principalmente, quando a pesquisa da gota 

espessa resultar negativa e a hipótese persistir (Ministério da Saúde, 2013). 

 
 

1.6.1.4.  Quantitative Buffy Coat – QBC  
O método de Quantitative Buffy Coat é procedimento que promove 

concentração baseada no gradiente de densidade de diferentes componentes do sangue, 

representado pelo creme leucocitário, as plaquetas, células mononucleares e os 

granulócitos, que passam a ocupar a posição mais próxima da parede do capilar, 

facilitando a observação do sangue a ser analisado, em decorrência da afinidade entre o 

corante utilizado com os materiais genéticos do creme leucocitário e dos possíveis 

parasitos (Neto VA, Matsubara L, Lanura PNB, 1996)
.
 Em um estudo experimental, 

inicialmente utilizado para detecção de malária, foi aplicado na tentativa do diagnóstico 

para T.cruzi, propiciando positividade no sangue de ratos infectados pelo T.briicei 

rhodesiense, mesmo quando a parasitemia era extremamente baixa (Levine et al, 1989). 

 
 

1.6.1.5. Xenodiagnóstico  
É um método parasitológico indireto que consiste em verificar se ninfas de 

triatomíneos criados em laboratórios, portanto não infectadas, se tornam infectadas, após 

sugarem o sangue de um suposto individuo com dC (Dias, 1936). A primeira condição 

para o emprego do xenodiagnóstico é a garantia da qualidade dos insetos, que devem ser 

completamente isentos de parasitos. Recomenda-se utilizar barbeiros com idade média de 

vida, no estágio de ninfas, já que necessitam de grande quantidade de sangue para o 
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crescimento corpóreo e pelo longo tempo de vida. Após a alimentação com o sangue do 

possível paciente chagásico, utiliza-se a técnica de punção retal da porção posterior do 

intestino do barbeiro para coleta de material, o qual é disposto sobre uma lâmina, a qual 

será visualizada em microscópio, para a confirmação da presença ou não do parasito 

(Dias, 1936). 
 

Na fase aguda da infecção chagásica a positividade pode variar entre 34% a 

96% e na fase crônica entre 9% a 87,5%. Um fator importante, para aumentar a 

positividade do xenodiagnóstico é sua repetição. Durante a realização desse método 

parasitológico pode ocorrer reações alérgicas no local de fixação das caixas com os 

insetos, diminuindo a aceitabilidade deste (Portela-Lindoso et al, 2003). 
 

O xenodiagnóstico pode ser utilizado para isolar e caracterizar as cepas e suas 

DTUs. Um estudo comparou a sensibilidade do xenodiagnóstico com outro método de 

detecção do T. cruzi na corrente sanguínea de pacientes chagásicos crônicos. Nessa 

comparação, o xenodiagnóstico foi combinado com a qPCR, apresentando maior 

sensibilidade de detecção do parasito, resultando no aumento da sensibilidade do 

diagnóstico da dC (Saavedra et al, 2016). 

 
 

1.6.1.5. Hemocultura  
A hemocultura baseia-se na capacidade do T. cruzi de crescer e multiplicar 

em diferentes meios acelulares, os quais contem hemina ou derivados da hemoglobina, 

em um meio de cultura enriquecido (LIT – Liver Infusion Triptose), sendo 

posteriormente modificado para aumentar a sensibilidade (Chiari et al, 1989; Luz, 1999). 
 

A hemocultura apresenta 100% de especificidade, mas não pode ser 

considerada como padrão–ouro para o diagnóstico em pacientes chagásicos crônicos, por 

ter sensibilidade limitada, decorrente da parasitemia baixa e transitória, na fase crônica. 

Nesta fase da doença, a positividade da hemocultura varia entre 0% a 94% (Portela-

Lindoso et al, 2003). A positividade da hemocultura pode depender do meio de cultura 

empregado ausência de fatores inibidores a adaptação do parasito em crescer em LIT, do 

volume e número de vezes da coleta do sangue (Minter-Goedbloed et al, 1978). 

 
 

1.6.2. Métodos Sorológicos  
Na fase crônica da dC o diagnóstico parasitológico apresenta baixa 

sensibilidade, devido à baixa parasitemia, necessitando assim, de outro método para o 
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diagnóstico da doença. É neste contexto que os métodos sorológicos são utilizados (Rassi 

et al, 2012). 
 

Os testes mais conhecidos são fixação do complemento (Machado-Guerreiro), 

hemaglutinação indireta (HAI), imunofluorescência indireta (IFI), quimioluminescência e 

ELISA (“Enzyme-liked Immunosorbent Assay”). Por serem métodos que utilizam 

técnicas imunológicas, podem ocorrer reações cruzadas com Leishmania spp. e 

Trypanossoma rangeli, já que a maioria das áreas endêmicas para a dC, também são áreas 

para a presença da leishmaniose e rangeliose, dificultando ainda mais o diagnóstico (de 

Matos et al, 2015). 
 

Devido a essa reação cruzada, a OMS recomenda o uso de três métodos 

sorológicos baseados em diferentes princípios, dos quais pelo menos dois devem ser 

positivos para a confirmação da dC. Um desses métodos sorológicos deve apresentar 

como característica alta sensibilidade (qualitativo), e o outro a propriedade de ser 

específico, para confirmação ou exclusão da doença (Alviarez et al, 2014). 
 

Os valores preditivos dos resultados positivos e negativos não dependem 

apenas da sensibilidade e da especificidade dos métodos empregados, mas também, da 

prevalência da doença que está sendo diagnosticadas (Ferreira e Moraes, 2013). 

 
 

1.6.2.1.  Fixação do complemento – Machado-Guerreiro  
Tratava-se de uma reação de fixação de complemento de pesquisa de anticorpos, 

disponível durante mais de 50 anos e usado na rotina para o diagnóstico da dC. A primeira 

descrição foi datada em 1913, pelos pesquisadores Guerreiro e Machado. Durante esses anos, 

o método sofreu várias padronizações e por causa da complexidade técnica, utilizando vários 

reagentes e tempo de processamento da reação, acarretou no abandono desta técnica a partir 

da década de 1990. Nessa época, um parecer técnico do Ministério da Saúde recomendou a 

sua substituição por outros testes mais eficientes e simples. Este método é bastante sensível, 

mas resultados falso-positivos e falso-negativos ocorrem (Camargo Takeda, 1979). 

 
 

1.6.2.2. Hemaglutinação indireta (HAI)  
São usadas hemácias que se fixam em formaldeído ou glutaraldeído, as quais 

expõem cargas residuais e adsorvem as proteínas e glicoproteínas com elevada 

estabilidade, aumentando a quantidade de proteína adsorvida e tornando maior a 

sensibilidade do sistema. Juntamente, empregam-se antígenos em uma placa de fundo em 
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“u”, utilizando diluições seriadas, até que não haja mais reação de aglutinação. Esse teste 

pode ser semiquantitativo, servindo para titular a presença de anticorpos (Cerisola et al, 

1962). 

 

1.6.2.3. Quimioluminescência  
A quimioluminescência caracteriza-se pela emissão de luz após reação 

química de oxidação, utilizando enzimas, como fosfatase alcalina e 12-peroxidase. A 

energia química gerada como resultado da dissociação de ligações fracas produz 

compostos intermediários em um estado eletronicamente excitado que, quando retornam 

ao estado de energia inicial, emitem luz (Diamandis et al, 1990). 
 

Na reação de quimioluminescência, mostrou-se melhor desempenho de 

mucina de formas tripomastigotas em relação às formas epimastigotas, com 100% de 

índices de sensibilidade e especificidade em amostras de soros de pacientes com doença 

de Chagas com hemocultura e/ou xenodiagnóstico positivo com 12,2% de positividade 

em amostras de soros com provas sorológicas convencionais inconclusivas. Os resultados 

observados com a prova de quimioluminescência em pacientes crônicos e controles 

mostraram, também, índices de sensibilidade e especificidade de 94,7% e 97,7%, 

respectivamente (Almeida et al.,1997; Koga, 2006). 

 

 

1.6.2.4.  Imunofluorescência indireta (IFI)  
O emprego do método de imunofluorescência indireta foi descrito 

inicialmente por Camargo, em 1966 (Camargo, 1966). Com este método, os anticorpos 

específicos anti-T. cruzi, presentes nos soros dos pacientes chagásicos ligam-se aos 

antígenos e após, com adição de substância cromógena (isotiocianato de fluoresceína), os 

anticorpos se ligam as antigamaglobulinas específicas, tornando positiva a reação 

sorológica (Ferrreira e Avila, 2001). 

 
 

1.6.2.5.  ELISA – Enzyme-liked Immunosorbent Assay  
O método ELISA consiste em detectar anticorpos contra T.cruzi pela 

utilização de um segundo anticorpo conjugado a enzimas, na presença de um substrato 

específico, gerando produtos de várias cores. Quando positivo, o resultado é definido pela 

absorbância em espectrofotômetro e, por um determinado ponto de corte, as amostras são 

consideradas reagentes, não reagentes ou inconclusivas para a dC (Voller et al, 1975). 
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1.6.3. Métodos Moleculares  
Na década de 1980 houve um avanço considerável nas técnicas de diagnóstico 

das doenças parasitárias e infecciosas em geral, com a introdução da biologia molecular. 

Em 1989, foi amplificado uma sequência do kDNA do T.cruzi, detectando e classificando 

um pequeno número de células de modo qualitativo (Sturm et al, 1989). Em 1995, foi 

extraído e amplificado o kDNA do T. cruzi de sangue total de pacientes chagásicos 

(Britto et al, 1995). Em 2005, outro marco na evolução do método molecular, com o 

desenvolvimento da PCR em tempo real, a qual permitiu a quantificação precisa da carga 

parasitária em dois grupos de camundongos, um com infecção aguda e outro com a 

infecção crônica da dC (Cummings e Tarleton, 2003). Em 2007, conseguiu-se quantificar 

o valor mínimo de 0,8 parasitos/mL de 38 amostras de sangue de pacientes chagásicos 

crônicos adultos e de uma amostra de sangue de criança diagnosticada com a infecção 

chagásica aguda, por transmissão congênita (Piron et al, 2007). Em 2013, publicou-se que 

o teste molecular é mais rápido, sensível e altamente específico na detecção de DNA do 

T. cruzi em amostras de sangue de pacientes adultos com a fase aguda da dC, do que o 

método de sorologia. No entanto, a PCR convencional carece melhorar a sensibilidade, 

quando é empregada no diagnóstico da fase crônica da dC, já que a carga parasitária 

circulante é menor e intermitente (Jackson et al, 2013). 

 
 

1.6.3.1. Polimerase Chain Reaction – PCR  
A técnica de PCR foi desenvolvida por Kary Banks Mullis em 1983, no 

centro denominado Cetus Corporação de Emeryville, na Califórnia. A técnica consiste na 

síntese enzimática de cópias de ácidos nucléicos “in vitro” por meio da utilização de 

equipamento de termocicladores, os quais permitem a variação da temperatura por 

determinado tempo, simulando o processo fisiológico natural que ocorre dentro das 

células do organismo. Essa metodologia vem sendo largamente aplicada em diversas 

áreas, como na identificação de polimorfismo, na genotipagem, na detecção de 

microrganismos e em doenças genéticas (Neto VA et al, 2014). 
 

A PCR convencional é uma técnica com resultados qualitativos, onde se pode 

visualizar os produtos da amplificação dos fragmentos dos ácidos nucléicos (banda), 

extraídos de amostras biológicas, de acordo com os oligonucleotídeos selecionados 

referentes a cada patógeno a ser pesquisado (Figura 12). A PCR convencional necessita 

de etapas subsequentes para a visualização do alvo amplificado, como a corrida 
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eletroforética em gel de agarose. Esta reação consiste na separação de moléculas 

ionizadas, em função de potencial elétrico em meio líquido, para diferenciar o peso 

molecular das bandas, quando forem amplificadas. (Figura 13). Ela pode ser feita em 

diferentes meios de suporte, como gel de poliacrilamida ou de agarose, dependendo da 

banda a ser espaçada (Sambrook e Russel, 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Extração, mix e etapas das PCR convencional. (http://www.nano-macro.com/2015/09/a-magica-
do-diagnostico-post-3.html).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 13. Reação de eletroforese. (https://pt.slideshare.net/DyegoMiranda/aula-10-eletroforese). 
 
 

 

1.6.3.2. Quantative Polimerase Chain Reaction – qPCR  
A técnica da qPCR foi desenvolvida para a quantificação do material 

genético. Este método utiliza um sistema fluorescente capaz de captar a luz emitida pelos 

fluoróforos, oriunda da reação de amplificação, com elevada sensibilidade e 

especificidade no diagnóstico viral. A precisão deste método é determinada pelo ciclo de 

amplificação (“cycle threshold – Ct”), que é calculado durante a fase exponencial da 

reação. O material genético presente na amostra biológica pode ser quantificado pela 
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interpolação de sua concentração em uma curva padrão absoluta, em que suas amostras 

possuem concentrações pré-estabelecidas. A qPCR representou um grande avanço nos 

métodos moleculares de auxílio diagnóstico por facilitar, significativamente, a 

quantificação da expressão gênica, por possuir a capacidade de medir quantidades 

diminutas de ácidos nucleicos em uma grande variedade de amostras, apresentar melhor 

precisão, maior intervalo linear, menor tempo de processamento e risco reduzido de 

contaminação em comparação à PCR convencional (Bustin et al, 2009). 
 

Com o enriquecimento das múltiplas técnicas do ramo da biologia molecular, 

mais especificamente em relação à técnica de qPCR, pesquisadores estudam como 

preencher algumas lacunas utilizando esta técnica de forma adicional ou até mesma 

substitutiva, na tentativa de auxiliar no diagnóstico e no critério de cura pós-tratamento 

específico para a dC. Para que a técnica molecular possa ser empregada na prática clínica, 

vários estudos de validação analítica necessitam ser desenvolvidos em diferentes centros 

de referência para a dC (Schijman et al, 2011). Com a publicação de Piron et al, 2007 

pode-se iniciar a tentativa da padronização da técnica de qPCR, pois quantificou-se a 

carga dos genomas de T.cruzi em amostras de sangue em humanos. Até o momento, a 

qPCR tem sido utilizada em pacientes independentemente da idade cronológica e da fase 

clínica, em casos de reagudização e em pós-tratamento específico (Ramirez et al, 2015). 
 

Britto, et al, 2009 utilizaram o método de qPCR para avaliação da cura da dC, 

pós-tratamento específico, como critério confiável, já que esta técnica estimaria com 

precisão a carga parasitária. Nesse estudo os pesquisadores encontraram a frequência de 

67% dos indivíduos tratados, os quais apresentaram qPCR negativa em um período de 

seguimento de alguns anos, sugerindo ser a técnica mais sensível para a detecção direta 

do T. cruzi. Moreira et al, 2012 afirmaram que os resultados da qPCR são mais eficientes, 

sensíveis e reprodutíveis para detectar baixa carga parasitária, podendo evidenciar níveis 

equivalentes de DNA do T. cruzi inferiores a um parasito/mL de sangue em pacientes 

com dC crônica tratados com BNZ, além de constatarem que 20% dos casos tratados 

resultaram em não detecção de material genético do parasito. Molina et al, 2014 

compararam a segurança e eficácia do posaconazol e do BNZ em pacientes chagásicos 

crônicos com a utilização da qPCR como critério de cura, com seguimento de dez meses. 

Ao final do estudo percebeu-se que em 92% dos casos tratados com posoconazol a qPCR 

foi positiva, concluindo em falha terapêutica, diferentemente dos resultados obtidos com 

o BNZ. Para Niborski et al, 2016, a frequência de DNA de T.cruzi encontrada foi de 
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75,5% (34/45) para os resultados positivos de qPCR em pacientes chagásicos crônicos 

tratados com BNZ, após seguimento de 36 meses. 

 
 

1.7. Medicamentos tripanomicidas 
1.7.1. Nifurtimox  

Nifurtimox (NFT) foi o primeiro tripanomicida a ser considerado como 

indicação ao tratamento específico para a dC. Em 1952, Packchanian demonstrou 

experimentalmente “in vitro” e “in vivo”, que o NFT era promissor para tratamento da 

doença (Packchanian, 1952). Em 1961, utilizaram-se ratos infectados na fase crônica da 

doença e tratados com NFT na tentativa de curá-los (Brener, 1961). 
 

Como em todo medicamento, é possível a ocorrência de algum EA, e no caso 

de NFT, os EA foram mais frequentes (em números de casos) e mais intensos (alta 

toxicidade), quando comparado, posteriormente, aos EA ocasionado) pelo BNZ. Dentre 

os EA mais frequentes foram observados anorexia, perda de peso, parestesia, sonolência, 

excitabilidade psíquica, sintomas gastrointestinais, como náuseas/vômitos e cólicas 

intestinais. Além do mais, a eficácia do tratamento em pacientes chagásicos crônicos 

adultos é baixa. Atualmente, encontra-se fora do mercado brasileiro, sendo 

disponibilizado excepcionalmente pela OMS (Apt e Zulantay, 2011; II Consenso 

Brasileiro em Doença de Chagas, 2015). 

 

 

1.7.2. Benznidazol  
O benznidazol (BNZ) é um derivado nitroimidazólico (N-benzil-2-

nitroimidazole acetamide) utilizado para o tratamento da dC que apresenta melhor 

eficácia no tratamento contra o T.cruzi. Atua na interrupção da síntese proteica, 

comprometendo a multiplicação celular (reprodução), e a formação de novos parasitos. 

Atualmente, é o único fármaco com indicação formal para o tratamento específico da dC 

no Brasil (Maguire, 2015; Molina et al, 2014; II Consenso Brasileiro em Doença de 

Chagas, 2015). 
 

Esse fármaco é metabolizado no fígado, podendo causar toxicidade hepática, 

além de outros EA como reação cutânea, desconforto epigástrico, anorexia, neutropenia, 

elevações da creatinina similares ao NFX, descritos em varias ocasiões, desde sua 

comercialização na década de 1970, os quais podem levar de 10% a 30% dos pacientes a 

abandonarem o tratamento. Os ajustes na dosagem, a mudança do limiar da terapia, 
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provavelmente podem alterar o risco de toxicidade, permitindo o tratamento com menor 

ocorrência de EA. (Pérez-Molina et al, 2009; Viotti et al, 2009; Noguerado-Mellado et al, 

2016). 
 

A dose do BNZ preconizada é de 5mg/kg/dia para adultos e de 10mg/kg/dia 

para crianças, com tomadas a cada 8h, respeitando pequeno intervalo após refeições, com 

orientação de evitar jejum, mas também, comidas gordurosas, não sendo possível 

ultrapassar 300mg/dia e sim estender-se o tratamento em dias, dependendo da dose total. 

(II Consenso Brasileiro em Doença de Chagas, 2015). O BNZ apresenta efetivo potencial 

na redução da carga parasitária, mas o tratamento em pacientes com cardiopatia chagásica 

crônica (CCC) não modifica a evolução natural da cardiopatia como relatado no estudo 

BENEFIT, 2015. 

 

 

1.7.3. Monitoramento, eficiência e cura terapêutica.  
A avaliação da cura parasitológica após o tratamento com medicamentos 

tripanomicidas depende da obtenção de resultados negativos em testes sorológicos 

convencionais, o que pode levar décadas para ocorrer (Balouz et al,2017). 
 

O fármaco de linha de frente atual (BNZ) apresenta uma frequência de cura 

de 80% a 100%, quando utilizado na fase aguda da dC (Cançado, 1999). Devido à 

natureza complexa do ciclo do T.cruzi e do longo curso clínico da dC, há dificuldade de 

estabelecer critério rápido e eficiente para a cura medicamentosa da dC, necessitando-se 

mais estudos sobre o monitoramento desta situação. No entanto, continua a dificuldade na 

demonstração da evidente cura parasitológica, tanto em modelos animais, como em 

humanos, mesmo utilizando a PCR, já que não se consegue realizar com precisão a 

reprodutibilidade dos testes (Francisco et al, 2016). 
 

Estudos sobre a evolução clínica da dC após tratamento específico são 

controversos e os resultados não são convincentes, por causa das diferenças das 

casuísticas, dos métodos de avaliação, do tempo de acompanhamento e da interpretação 

de dados. As principais limitações na avaliação do tratamento da doença na fase crônica 

são decorrentes da necessidade do acompanhamento por um longo período, geralmente 

várias décadas e pela falta de testes de diagnósticos confiáveis para demonstrar a 

eliminação do parasito. A ausência de método que seja padrão-ouro para avaliar a eficácia 

do tratamento, ainda, constitui um grande desafio. Os ensaios baseados em PCR foram 

introduzidos para detectar pequenas quantidades de DNA de T.cruzi em amostras 
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de sangue de pacientes chagásicos, melhorando assim o diagnóstico e a avaliação de cura 

após a quimioterapia (Cançado 1985; Cançado, 1999; Brito et al, 2009). 
 

A qPCR serve para investigar a evolução da concentração da carga parasitária 

de pacientes chagásicos crônicos que foram tratados com BNZ. A literatura sugere que a 

qPCR é a técnica mais sensível, estando disponível para a detecção indireta de T. cruzi 

em pacientes chagásicos e que pode ser um instrumento muito útil para o seguimento dos 

pacientes após o tratamento (Britto et al, 2005). 
 

Estudo europeu comparou os métodos sorológicos com PCR convencional e 

qPCR por três anos consecutivos, após o tratamento com BNZ, usando a detecção do 

DNA do T. cruzi circulante nas amostras. Todos os métodos sorológicos permaneceram 

positivos, e em apenas um caso a qPCR também foi positiva, concluindo que 97,3% dos 

pacientes poderiam ser classificados como falha terapêutica por causa da resposta 

humoral persistente (Jackson et al, 2013). 
 

Considerando o exposto acima, o presente estudo utilizou a qPCR como 

critério de cura em pacientes chagásicos crônicos e tratados com BNZ, visto que este 

método pode ser um indicador rápido da susceptibilidade do parasito à ação do 

medicamento. 
 

2. Objetivos 
 
 
 
 

2.1. Objetivo geral 
 

Avaliar a parasitemia pelo Trypanosoma cruzi por qPCR em portadores da fase crônica 

da doença de Chagas tratados com benznidazol. 

 
 

2.2. Objetivos específicos  
2.2.1. Avaliar a eficiência do tratamento específico com benznidazol em pacientes 
chagásicos crônicos pela qPCR. 

 

 

2.2.2. Quantificar e comprar a carga parasitária de pacientes chagásicos crônicos pela 
técnica de qPCR, antes e pós-tratamento específico com BNZ; 



44 

 
 

 

2.2.3. Analisar a epidemiologia dos pacientes chagásicos crônicos, como gênero, idade, 
forma clínica, localidade da possível contaminação pelo parasito; 

 
 

2.2.4. Verificar a frequência dos eventos adversos ao uso do benznidazol em pacientes 
chagásicos crônicos; 

 

 

2.2.5. Avaliar e comprar a sorologia para a doença de Chagas antes e pós-tratamento 
específico com benznidazol; 

 

 

2.2.6. Correlacionar os resultados da qPCR com os da sorologia convencional de 
pacientes chagásicos crônicos antes e pós-tratamento específico com BNZ; 

 

3. Método 
 
 
 
 

3.1. Desenho do estudo  
Foi realizado um estudo descritivo, prospectivo em pacientes chagásicos 

crônicos acompanhados no ambulatório do Grupo de Estudos em Doença de 

Chagas/Universidade Estadual de Campinas, (GEDoCh/Unicamp), centro de referência 

na atenção aos indivíduos portadores da dC. 

 
 

3.2. Aspectos éticos  
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) pelo 

parecer n° 1266/2011 (Anexo 1), com assinatura de Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE), (Anexo 2), pelos pacientes que aceitaram a participação de livre 

vontade, após terem sidos esclarecidos sobre os critérios de inclusão e exclusão sobre o 

tratamento com BNZ. Todos os procedimentos seguiram as diretrizes e padrões 

normativos para pesquisas envolvendo seres humanos, conforme estabelecido na 

Resolução 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde, e foram conduzidos de acordo com 

os princípios expressos na Declaração de Helsinque, a fim de salvaguardar os direitos e o 

bem-estar dos participantes. Todos os pacientes deram consentimento informado por 

escrito. 
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3.3. Critérios de inclusão  
(1) apresentar dois exames sorológicos confirmatórios do diagnóstico da dC, segundo 

normas estabelecidas pela Organização Mundial da Saúde; 
 

(2) ter feito uso exclusivo de BNZ por 60 dias ininterruptos; 
 

(3) não apresentar cardiopatia e megadigestivos de grave intensidade; 
 

(4) apresentar condições para uma boa adesão ao tratamento; 
 

(5) compreender e aceitar o tratamento após esclarecimento sobre a eficácia do BNZ e 

seus eventos adversos. 

 
 

3.4. Critérios de exclusão 
(1) uso de outro medicamento tripanosomicida único, ou simultaneamente ao BNZ; 

 
(2) apresentar forma clínica mais grave da dC, ou situações que impossibilitassem a 

adesão ao tratamento; 
 

(3) gravidez. 
 

 

3.5.  Medicamento  
Utilizou benznidazol para o tratamento do T.cruzi, na dosagem de 

5mg/Kg/dia, não ultrapassando a dose diária de 300mg, por 60 dias (II Consenso 

Brasileiro de doença de Chagas, 2015). Relatou-se, também, a frequencia dos eventos 

adversos ao uso do BNZ nos pacientes chagasicos crônicos. 

 
 

3.6. Casuística  
No presente estudo 32 indivíduos foram incluídos essa pesquisa após 

aceitação em iniciar o tratamento com BNZ. Os pacientes com indicação para o 

tratamento específico com o BNZ (II Consenso Brasileiro de doença de Chagas, 2015), 

eram contactados pela pesquisadora antes ou após a consulta médica, convidados a 

participar da pesquisa. Após a assinatura do TCLE era fornecido o medicamento, exames 

de laboratório e acertado as épocas dos retornos para coleta de sangue. 

 
 

3.7. Dados epidemiológicos  
As informações epidemiológicas foram coletadas dos prontuários médicos, 

como gênero; idade; localidade do possível contaminação com o parasito; forma clínica 

da dC. 
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3.8. Coleta de amostras de sangue e periodicidade  
Amostras de sangue periférico, em tubos seco de 4 mL, foram coletadas para 

os testes sorológicos e tubos de hemograma contendo EDTA para o volume de 6 mL, 

para os testes moleculares. Todas as coletas foram realizadas no mesmo momento e 

seguiram as mesmas periodicidades. Foi estipulado um período de 12 meses a 18 meses 

para acompanhamento dos pacientes, sendo que os retornos ocorreram logo após o 

tratamento, e a cada seis (6) meses, até completar o período de seguimento. 
 

A primeira coleta de sangue deu-se no dia anterior ao início do tratamento 

com BNZ e a segunda após o término do tratamento. A terceira coleta foi realizada após 

seis meses, a quarta após um ano e a quinta após um ano e meio do término do 

tratamento. 
 

Os demais exames abaixo foram realizados antes do início do tratamento com 

tripanomicida. Os mesmo exames foram repetidos nos 30° e 60° dia de tratamento: 
 Hemograma completo;



 Aspartato aminotransferase (AST);




 Alanina aminotransferase (ALT);




 Gama-glutamil transferase (γGT);

 Bilirrubina;




 Fosfatase alcalina;




 Albumina;




 Ácido úrico;




 Creatinina;




 Triglicerídeos;




 Colesterol total e frações LDL e HDL;




 Glicemia de jejum;




 Sorologia para Chagas por quimioluminescência e  iimunofluorescência indireta;


 

 

3.9. Construção da curva padrão de amplificação genômica  
Para a construção da curva padrão de amplificação da qPCR foi utilizada 

cultura de T. cruzi originadas de coletas de sangue de pacientes não tratados com BNZ 

mantida em meio LIT, com repiques quinzenais para estabelecimento ideal da 

concentração inicial de parasitos. 
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A contagem dos parasitos foi realizada em câmara de Neubauer e a 

concentração encontrada de 7,2 x 10
6
 parasitos/mL. Após a extração deste material 

genético foram realizadas diluições seriadas (10X) nas concentrações de 7,2 x 10
5
 

parasitos/mL até 7,2 x 10
-3

 parasitos/mL, sendo cada diluição usada para a formação de 

cada ponto da curva padrão de amplificação genômica. 
 
 

3.10. Extração de material genético do Trypanosoma cruzi  
O material genético do T. cruzi foi extraído das amostras de sangue periférico 

e da cultura pelo kit High Pure PCR Template Preparation (Roche), de acordo com as 

recomendações do fabricante. A qualidade do material extraído foi mensurada pelo 

equipamento Thermo Scientific™ NanoDrop™ spectrophotometers, apresentando em 

média de 10ŋg/µL e razão 260/280 em torno de 1,5, variando dentro da normalidade. 
 
 

3.11. Padronização da concentração de reagentes  
A reação de qPCR foi realizada com base na padronização de Piron, 2007, 

utilizando oligonucleotídeos e sonda para amplificação da região do DNA nuclear de T. 

cruzi. Para verificar se o estudo acima se adéqua a esta pesquisa clínica, realizou-se testes 

de otimização para as concentrações de 70 nM, 150 nM, 300 nM e 500 nM referente a 

cada oligonucleotídeo e, nas concentrações de 50 nM, 100 nM e 200 nM para a sonda 

(Tabela 1). Nos dois casos, tanto para os oligonucleotídeos, quanto para a sonda 

constatou-se que as maiores concentrações gerariam reprodutiblidade aceitável. 
 

As reações de amplificação foram realizadas no equipamento de 

termociclador Rotor Gene 6000 (Qiagen), em um tubo de microcentrífuga contendo 2,0 

μL de DNA extraído das amostras de sangue coletadas de cada paciente, 1X TaqMan 

Universal PCR Master Mix com UNG (Applied Biosystems), 0,1X TaqMan Human 

RNaseP detection reagent, 500 nM de cada oligonucleotídeo (Cruzi 1 e Cruzi 2) e 200 

nM da sonda (Cruzi 3), para o volume final de 50 μL, nas seguintes condições (Tabela 2). 

 
 
 
 

Tabela 1. Oligonucleotídeos e sonda utilizados na reação de qPCR. 

  Sequência (5’-3’) 
 Cruzi 1 (foward) ASTCGGCTGATCGTTTTCGA 

 Cruzi 2 (reverse) AATTCCTCCAAGCAGCGGATA 

 Cruzi 3 (sonda) CACACACTGGACACCAA 
  S= C/G; 
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Tabela 2. Condições da reação de qPCR. 

   Ciclo Temperatura (°C) Duração (segundos) 
      

   1° 50 120 

   2° 95 600 
   

3° 95 15 
50 vezes 

  
 

4° 58 60    
   

       

 

Os dois últimos passos foram repetidos 50 vezes durante a ciclagem. Em 

todas as corridas de amplificação foram incluídos controles negativos (NTC) e, como 

controle positivo, utilizado um ponto intermediário da curva padrão escolhido 

aleatoriamente. Para controle interno de reação foi utilizado o gene humano da RNaseP 

(TaqMan Human RNaseP detection reagent, Applied Biosystems). Os resultados foram 

analisados pelo software Rotor Gene Q Series (Qiagen). 
 

Na Tabela 3 pode-se observar os pontos amplificados pela qPCR referentes a 

cada diluição, a partir da concentração máxima de 7,2 x 10
5
 parasitos/mL de cultura. 

Cada ponto da curva padrão apresenta Cts, concentração de parasitos/mL e equivalente 

genômico/mL. O termociclador Rotor Gene 6000 (Qiagen) gerou as informações, como 

eficiência da reação =1,04852 e R
2
 =0,99888. No Gráfico 1, pode-se visualizar a curva 

padrão de amplificação genômica, visualizada pelo canal verde de amplificação. No 

Gráfico 2, as concentração de cada ponto em relação aos Cts da curva padrão. 
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Tabela 3. Informações geradas pela curva padrão de amplificação genônimca obtidas pelo termociclador 
Rotor Gene 6000 (Qiagen), com eficiência=1,04852 e R

2 =0,99888.  
 

Ponto Cor Padrão Ct*1 Número de cópias/mL 
Cálculo de 

% de variação  
cópias/mL*2        

        
 1  Padrão 2 13,44 720.000,000000 620.734,499967 13,8% 

 2  Padrão 2 13,40 720.000,000000 638.927,636110 11,3% 

 3  Padrão 2 13,07 720.000,000000 807.369,928573 12,1% 

 4  Padrão 3 16,30 72.000,000000 79.635,981439 10,6% 

 5  Padrão 3 16,48 72.000,000000 70.367,405367 2,3% 

 6  Padrão 3 16,48 72.000,000000 70.164,423105 2,5% 

 7  Padrão 4 19,57 7.200,000000 7.642,361971 6,1% 

 8  Padrão 4 19,75 7.200,000000 6.707,527375 6,8% 

 9  Padrão 4 19,44 7.200,000000 8.410,809682 16,8% 

 10  Padrão 5 22,95 720,000000 676,421899 6,1% 

 11  Padrão 5 22,64 720,000000 846,150332 17,5% 

 12  Padrão 5 22,86 720,000000 722,543302 0,4% 

 13  Padrão 6 25,96 72,000000 78,548544 9,1% 

 14  Padrão 6 26,06 72,000000 72,794890 1,1% 

 15  Padrão 6 26,33 72,000000 60,289213 16,3% 

 16  Padrão 7 29,00 7,200000 8,844564 22,8% 

 17  Padrão 7 29,22 7,200000 7,574385 5,2% 

 18  Padrão 7 29,74 7,200000 5,215520 27,6% 

         
*1 = Ct= cycle threshold; *2 = Valores gerado pelo sistema de processamento de dados do equipamento 
Rotor Gene 6000 (Qiagen). Fonte do próprio autor. 



50  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico 1. Curva padrão de amplificação absoluta pela qPCR. Diluições seriadas do parasito T. cruzi de 
amostras de cultura, contendo 10

5
 a 10

0
 parasitos equivalentes/mL. O gráfico mostra a amplificação das 

seis concentrações de DNA de T. cruzi. Fonte do próprio autor.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico 2. Equação da reta da curva padrão de amplificação absoluta pela qPCR, realizada em quintuplicata 
para cada ponto diluído. Fonte do próprio autor. 

 
 
 
 

3.12. Análise estatística  
A análise estatística foi realizada pelo Serviço de Estatística, Câmara de 

Pesquisa, da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp. Foi realizada a análise 

exploratória de dados, por medidas resumo (mínimo, máximo, mediana, média, desvio 

padrão). O programa de informática utlizado foi o “The SAS System for Windows 

(Statistical Analysis System), versão 9.4. SAS Institute Inc, Cary, NC, USA”. Os tempos 

foram comparados através do teste de Wilcoxon. O nível de significância adotado foi de 

5%. 



51 

 
 

4.  Resultados 
 
 
 
 
 
 

4.1. Resultados epidemiológicos  
O gênero masculino esteve presente em 19 casos (59,37%), sendo que a idade 

mínima foi de 39 anos e a máxima de 56 anos (48,21 ± 12,02 anos) e mediana de 48 anos. 

Para o gênero feminino, foram 13 casos com a idade mínima de 42 anos e a máxima de 

54 anos (46,9 ± 10,60 anos) e mediana de 45 anos (Tabela 5). 
 

Em relação à fase da dC, todos os pacientes encontravam-se na fase crônica. 

Em relação às formas clínicas, a mais frequente foi indeterminada observada em 16 casos 

(50%), seguida da cardíaca em 14 casos (43,75%), e dois casos com forma digestiva 

(6,25%) (Gráfico 3). 
 

A localidade da possível transmissão vetorial foi no estado de Minas Gerais 

com 23 casos (71,87%), seguida da Bahia com cinco casos (15,62%), três casos em 

Pernambuco (9,37%) e um caso (3,12%) nos estado de Goiás (Gráfico 4). 

 
 

Tabela 5. Dados epidemiográficos dos pacientes que iniciaram o tratamento com BNZ. 

  Masculino Feminino 
    

 Número de casos 19 13 

 % dos casos 59,37 % 40,62 % 
    

 Idade mínima (anos) 39 39 

 Idade máxima (anos) 60 53 

 Média (anos) 48,21 45,30 

 Desvio padrão (anos) ± 5,76 ± 4,22 

 Mediana (anos) 48 45 
    

 
Forma clínica (número absoluto / %) 

Indeterminada Cardíaca 
 

(10 / 52,63%) (7 / 53,84%)   
    

 
Estado mais provável de infecção (número absoluto / %) 

Minas Gerais Minas Gerais 
 

(11 / 57,89%) (9 / 69,23%)   
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Gráfico 3. Formas clínicas dos pacientes portadores da dC submetidos ao tratamento com BNZ.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico 4. Estados brasileiros onde ocorreu a possivel transmissão vetorial. 

 
 

Em relação aos 32 pacientes que iniciaram o tratamento específico para o T. 

cruzi, destacou-se a ocorrência dos EA ao uso do BNZ em 26 casos (81,25%). Os EA se 

constituíram em alteração dérmica com 18 casos (56,25%), alteração gástrica em quatro 

casos (12,50%), alteração hematológica, com a diminuição da taxa de neutrófilos, em três 

casos (9,37%), alteração hepática (3,12%) com elevação de ALT e AST, e neuropatia 

periférica foi suspeitada em um caso (3,12%), com relatos de perda de sensibilidade, 

parestesia ou dor, em mãos e pés, em torno do 50° dia de tratamento. A frequência de 

todas os EA estão apresentadas no Gráfico 5. Em seis casos com reação dérmica 

(18,75%), o tratamento necessitou ser suspenso. Nos demais, estes foram controlados 

com corticosteroides e anti-histamínicos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico 5. Frequência dos eventos adversos ao BNZ 
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Da casuística inicial 13 casos (40,62%) foram excluídos devido aos seguintes 

 
motivos: sete casos (21,87%) por EA ao BNZ, três casos (9,37%) pela falta de titulação 

 
da sorologia antes do tratamento e três casos (9,37%) pela perda de seguimento 

 
ambulatorial. Para dezenove casos (59,37%), realizaram-se as reações moleculares como 

 
descrito na secção “Métodos”. Em treze casos (68,42%) foram acompanhados por 12 

 
meses (Grupo A) e seis casos (31,57%) por 18 meses pós-tratamento (Grupo B).  

 
 
 
 

32 pacientes 

 
   

13 pacientes  19 pacientes 
    

 

 
         

7 casos  3 casos  3 casos  Grupo A  Grupo B 
por EA  por falta de  por falta de  12 meses pós-  18 meses pós- 

  titulação  seguimento  tratamento  tratamento 
      

13 pacientes 

 

6 pacientes        
      com  com 
      seguimento  seguimento 
         

 
Figura 14. Fluxograma do seguimento dos 32 indivíduos participantes do estudo. 

 
 
 
 

4.2. Resultados moleculares 
4.2.1. Pré-Tratamento  

Em 12 casos (63,15%) não houve a detecção da carga parasitária. Em cinco 

casos (26,31%) houve a detecção da carga parasitária, porém sem a quantificação. Em 

dois casos (10,52%) houve a detecção com a quantificação da carga parasitária pela 

técnica de qPCR (Tabela 6). 

 
 

4.2.2. Pós-Tratamento  
Em três casos (15,78%) houve a detecção da carga parasitária, porém sem a 

quantificação. Em 16 casos (84,21%) não houve detecção da carga parasitária. 
 

Em relação aos grupos estudados, no grupo A não houve detecção da carga 

parasitária em todos os 13 casos (100%). No grupo B, em três casos (50%) houve a 
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detecção da carga parasitária, porém sem a quantificação. Em três casos (50%) não houve 

a detecção da carga parasitária. 
 

Detalhando os resultados da qPCR caso a caso pode-se apontar as seguintes 

variações pós-tratamento com BNZ. Dos 12 casos (63,15%) que não apresentaram 

detecção da carga parasitária, antes do tratamento, em 10 casos (52,63%) esta continuou a 

não ser detectada, no entanto, dois casos (10,52%) passaram a ter carga parasitária 

detectada, porém não quantificável. Dos cinco casos (26,31%) que apresentaram detecção 

da carga parasitária pré-tratamento, porém sem quantificação, pós-tratamento esta não foi 

detectada em nenhum dos casos (100%). Dos dois casos (10,52%) que tiveram a detecção 

com quantificação da carga parasitária antes do tratamento, em um caso (50%) não houve 

detecção e no outro caso, esta foi detectada, mas sem quantificação, pós-tratamento. 
 

Dos sete casos em que a carga parasitária foi detectada (36,84%) antes do 

tratamento, independentemente de quantificável ou não, em apenas um caso (26%) houve 

detecção, porém sem quantificação. Os demais seis casos (85,71%), não apresentaram 

detecção da carga parasitária pós-tratamento (Tabela 6). 
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Tabela 6. Resultados da qPCR antes e pós-tratamento da dC pelo BNZ. 

  Antes do  
Ct 

12 meses pós- 
Ct 

 18 meses pós- 
Ct   

tratamento 
 

tratamento 
 

tratamento        

 Detectável e 4A 23,8 - -  - - 

 quantificável 5B 30,84 - -  - - 

  3A 38,17 - -  2B 39,03 

 
Detectável e 

8A 34,77 - -  3B 42,01 
 

9A 42,68 - - 
 

5B 41,56  não-quantificável  
 

11A 40,04 - - 
 

- 
 

   - 
  1B 41,62 - -  - - 
          

  1A  ND 1A ND  1B - 

  2A  ND 2A ND  4B - 

  5A  ND 3A ND  6B - 

  6A  ND 4A ND  - - 

  7A  ND 5A ND  - - 

  10A  ND 6A ND  - - 

 Não detectável 12A  ND 7A ND  - - 

  13A  ND 8A ND  - - 

  2B  ND 9A ND  - - 

  3B  ND 10A ND  - - 

  4B  ND 11A ND  - - 

  6B  ND 12A ND  - - 
  -  - 13A -  - - 
          

  -  - 1B -  - - 
          

  -  - 2B -  - - 
          

  -  - 3B -  - - 
          

  -  - 4B -  - - 
          

  -  - 5B -  - - 
          

  -  - 6B -  - -           

  19  19 19 19  6  
           

  * = Ct = cycle threshold; * ND = não detectado;   
 
 

Nas Tabelas 7 e 8 estão apresentados os resultados pré e pós-tratamento com 

BNZ, dos equivalentes genômicos/mL e os respectivos Cts de cada material genético 

extraído, coletados de todos os pacientes pertencentes aos grupos A e B. 
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Tabela 7. Valores de Equivalente genômico/mL e os Cts dos pacientes do grupo A. 

 Paciente Antes tratamento 12meses  

  Eq gen/mL Ct
* 

Eq gen/mL Ct 

 1  ND*2 ND ND ND 

 2  ND ND ND ND 

 3 0,012344 38,17 ND ND 

 4 367,883741 23,8 ND ND 

 5  ND ND ND ND 

 6  ND ND ND ND 

 7  ND ND ND ND 

 8 0,141735 34,77 ND ND 

 9 0,000486 42,68 ND ND 

 10  ND ND ND ND 

 11 0,003226 40,04 ND ND 

 12  ND ND ND ND 

 13  ND ND ND ND 

 * = Ct = cycle threshold; *2 ND = não detectado;  
 
 
 

Tabela 8. Valores de Equivalente genômico/mL e os Cts dos pacientes do grupo B. 

   Antes tratamento 18 meses  

 Paciente  Eq gen / mL Ct
* 

Eq gen / mL Ct 

 1 0,001039 41,62 ND ND 

 2   ND
*2 

ND 0,0067 39,03 
 3   ND ND 0,0008 42,01 

 4   ND ND ND ND 

 5 2,363431 30,84 0,0011 41,56 

 6   ND ND ND ND 

 * = Ct = cycle threshold; *2 ND = não detectado;  

 

4.3. Resultados sorológicos  
Na Tabela 9 estão os resultados das sorologias dos pacientes do Grupo A, 

acompanhados por 12 meses, após o término do tratamento com BNZ. Na Tabela 10 

encontram-se os resultados das sorologias referentes aos pacientes do Grupo B, 

acompanhados por 18 meses. De modo geral, para ambos os grupos, foi observado em 

seis casos (31,57%) a diminuição do valor da titulação sorológica pós-tratamento com 

BNZ. Em sete casos (36,84%) foram mantido os mesmos valores dos resultados da 

titulação sorologica, e em seis casos em (31,57%) houve o aumento dos titulos 

sorológicos. Em nenhum caso houve a negativação sorológica, nem os títulos atingiram 

valores abaixo do limite de positividade. 
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Tabela 9. Títulos sorológicos pelo método de imunofluorêscencia referentes ao grupo A. 

Paciente Antes tratamento 12 meses 

1 1:320 1:320 

2 1:160 1:160 

3 1:320 1:320 

4 1:1280 1:160 

5 1:320 1:320 

6 1:320 1:1280 

7 1:80 1:80 

8 1:320 1:640 

9 1:320 1:160 

10 1:160 1:320 

11 1:320 1:640 

12 1:640 1:320 

13 1:640 1:640 
 
 
 

Tabela 10. Títulos sorológicos pelo método de imunofluorêscencia referentes ao grupo B. 

Paciente Antes tratamento 18 meses 

1 1:160 1:160 

2 1:320 1:1280 

3 1:1280 1:640 

4 1:160 1:80 

5 1:1280 1:320 

6 1:80 1:320 
 
 
 

4.4. Resultados estatísiticos 
4.4.1. Resultados epidemiológicos  

Foi realizada análise exploratória de dados através de medidas resumo (média 

e desvio padrão, mínimo, mediana, máximo, frequência e porcentagem). Os grupos foram 

comparados através do teste de Mann-Whitney, Qui-Quadrado ou exato de Fisher, não 

havendo. O nível designificância estatística foi de 5%. 

 
 

Tabela 11. Medidas de posição e dispersão da idade e resultado da comparação entre os gêneros. 

 Gênero N Média D.P.* Mínimo Mediana Máximo p-valor 

 Feminino 13 45,23 4,95 39,00 45,00 54,00 0,1659 

 Masculino 19 48,21 5,77 39,00 48,00 60,00  
* D.P. = desvio padrão; 
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Tabela 12. Distribuição em frequência e porcentagem das variáveis por gênero e resultado da comparação 
entre os gêneros e o local de mais provável contaminação/Estados brasileiros: p-valor = 0.6730 (Teste 
Fisher).  

 Bahia  Góias Minas Gerais Pernambuco  São Paulo Total 
                

Feminino 2   1  10   0    0 13 
 33,33  50,00  45,45  0,00   0,00  

Masculino 4   1  12   1    1 19 
 66,67  50,00  54.55  100.00   100.00 32 
                

Total 6   2  22   1    1 32 

              
      Bahia  Minas Gerais  Total    
              

   Feminino  2  10  12     
      33,33  45,45       

   Masculino  4  12  16     
      66,67  54.55       
               

    Total  6  22  28      
 
 

Tabela 13. Distribuição em frequência e porcentagem das variáveis por gênero e resultado da comparação 
entre os gêneros e o forma clínica da doença de Chagas: p-valor = 0.4906 (Qui-Quadrado).  

 Cardíaca Indeterminada Megadigestiva Total 
     

Feminino 7 6 0 13 
 50,00 37.50 45,45  

Masculino 7 10 2 19 
 50,00 62.50 100,00  
     

Total 14 16 2 32 
 
 

  Cardíaca Indeterminada Total 
     

 Feminino 7 6 13 
  50,00 37.50  
 Masculino 7 10 17 
  50,00 62.50  
     

 Total 14 16 30 
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Tabela 14. Distribuição em frequência e porcentagem das variáveis por gênero e resultado da comparação 
entre os gêneros e os eventos adversos: p-valor = 1.000 (Fisher).  
   Dérmico Dérmico Dérmico    
  Dérmico Epigástrico Hematológico Hepático Epigástrico Neuropatia Total 

 Feminino 6 0 3 1 0 0 10 
  54.55 0.00 100.00 100.00 0.00 0.00  
 Masculino 5 3 0 0 1 1  
  45.45 100.00 0.00 0.00 100.00 100.00  
         

 Total 11 3 3 1 1 1 20 
         

 
 

  Unico evento Dois eventos Total 
     

 Feminino 6 4 10 
  46.15 57.14  
 Masculino 7 3 10 
  53.85 42.86  
     

 Total 13 7 20 
     

  Frequencia perdida = 12.  
 
 
 
 

4.4.2. Resultados moleculares  
Em relação aos resultados moleculares, apresentados nas Tabelas 7 e 8, o uso 

da técnica de qPCR para as amostras de DNA extraídas de sangue periférico de pacientes 

chagásicos crônicos, antes e pós-tratamento com BNZ, não permitiram a aplicabilidade 

de nenhum teste estatístico, uma vez que, no quadrante “detectável e quantificavel” a 

variável foi nula pós-tratamento. 

 

4.4.3. Resultados sorológicos  
Para o Grupo A, em relação à comparação dos resultados dos títulos 

sorológicos antes e pós-tratamento com BNZ, pela aplicação do teste de Wilcoxon, não 

houve significância estatística (valor p = 0,9922) (Tabela 15). 

 
 

Tabela 15. Medidas de posição e dispersão da sorologia e resultado da comparação entre os tempos. 

 Variável N Média D.P.* Mínimo Mediana Máximo p-valor 

 Antes do tratamento 13 400.00 309.84 80.00 320.00 1280.00  
 18 meses pós-tratamento 13 400.00 309.84 80.00 320.00 1280.00  

 Diferença 13 -12.31 468.58 -1120.00 000.00 960.00 0.9922 
 * D.P. = desvio padrão;        
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Para Grupo B, o qual comparou os resultados dos títulos sorológicos antes e 
 

pós-tratamento, também não houve significância estatística (valor p = 0,8750) (Tabela 
 

16). 
 

 
Tabela 16. Medidas de posição e dispersão da sorologia e resultado da comparação entre os tempos. 

 Variável N Média D.P.* Mínimo Mediana Máximo p-valor 

 Antes do tratamento 6 546.67 573.36 80.00 320.00 1280.00  
 12 meses pós-tratamento 6 466.67 442.30 80.00 320.00 1280.00  

 Diferença 6 -80.00 675.04 -960.00 -40.00 960.00 0.8750 
* D.P. = desvio padrão; 

 
 
 

 

5. Discussão 
 
 
 
 
 

O gerenciamento e o tratamento da dC são estratégias para eliminar a doença, 

que é um problema de saúde pública. No entanto, garantir o diagnóstico e o acesso ao 

tratamento das pessoas infectadas continua a ser um desafio. O diagnóstico oportuno e o 

tratamento com tripanomicidas são conhecidos por reduzir a probabilidade de progressão 

da doença e prevenir a transmissão congênita. De fato, a dC foi categorizada como "a 

mais negligenciada das doenças negligenciadas", com persistentes lacunas na área da 

pesquisa e no desenvolvimento do tratamento e do diagnóstico (Antunes et al, 2016). 
 

Durante a fase crônica, o diagnóstico depende principalmente de testes 

sorológicos e, recentemente, de testes coadjuvantes, os quais não estão padronizados e 

encontram-se disponíveis apenas em centros de pesquisas. Os métodos de diagnóstico e 

medicamentos atualmente disponíveis são considerados subotimizados, refletindo o baixo 

investimento dedicado à dC (World Health Organization, 2012). 
 

A maior dificuldade dos estudos clínicos que avaliam a eficácia do BNZ em 

pacientes chagásicos crônicos é a falta de um exame que defina a cura parasitológica da 

doença. As diretrizes atuais levam em consideração a redução progressiva dos títulos 

sorológicos até valores não reagentes. No entanto, essa negativação sorológica pode 

demorar muitas décadas, ou até mesmo nunca ocorrer, impedindo a utilização desses 
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métodos sorológicos como um padrão de alta fidelidade, o que é impraticável para 

intervenções de saúde pública. 
 

O tratamento pode eliminar o parasito na fase aguda da dC, mas a infecção só 
 

é distinguida entre 1% e 2% de pessoas infectadas com o parasito. Na fase crônica, 

aproximadamente 70% dos indivíduos com sorologias positivas são clinicamente 

assintomáticos. Todos os anos, cerca de 2% a 3% desses indivíduos evoluem e começam 

a apresentar manifestações de cardiopatia e megadigestivos (Francisco et al, 2008). 

Embora haja um crescente número de informações para apoiar o uso dos medicamentos 

tripanomicidas nos estágios posteriores da doença, a eficácia e o perfil de segurança 

desses tratamentos precisam ser estabelecidos na fase crônica da dC. Além da fase clínica 

em que o paciente se apresenta em relação à dC, outros fatores influenciam a eficácia da 

cura, tais como: duração do período de tratamento, dosagem terapêutica, idade 

cronológica, sistema imunológico e a localidade em que ocorreu a transmissão vetorial. 

Sabe-se que algumas cepas de T. cruzi são mais resistentes ao medicamento 

tripanomicida que outras, podendo explicar, em parte, as baixas taxas de cura 

parasitológica em alguns pacientes chagásicos tratados (Sales Junior et al, 2012; Viotti et 

al, 2014). 
 

Cançado, 2002 acompanhou pacientes com dC em fase aguda, cujas idades 

cronológicas variaram entre 13 à 21 anos e que foram tratados com BNZ, sendo 

observado que a cura ocorreu em 76% dos casos. Em outro seguimento, cujas idades 

variaram entre seis à 18 anos, o grupo era constituído por pacientes crônicos e a taxa de 

cura foi observada em apenas 8% dos casos tratados com BNZ, considerando a 

negativação da sorologia convencional como um critério de cura. De Andrade et al, 1996 

medicaram crianças com dC de seis a 12 anos, obtendo uma eficácia terapêutica em até 

62% dos casos tratados, resultado semelhantes ao de Sosa-Estani et al, 1998, que obteve a 

negativação sorológica em 62%. 
 

As indicações para o tratamento específico contra o parasito continuam 

controversas em pacientes adultos na fase crônica, com forma clínica cardíaca já 

estabelecida. Por aproximadamente dez anos, Viotti et al, 2006 trataram e acompanharam 

pacientes crônicos sem cardiopatia avançada, comparando-os com outro grupo que não 

recebeu nenhum medicamento tripanomicida. O desfecho foi que o grupo de pacientes 

tratados com BNZ apresentou um retardo na progressão da cardiopatia, diferentemente do 

grupo que não recebeu nenhum tratamento. Em relação à negativação sorológica, esta foi 
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percebida em apenas 15% dos pacientes que receberam o tratamento (Francisco et al, 

2008). 
 

Fragatta-Filho et al, 2016, em um estudo retrospectivo, mostraram que o 

tratamento com BNZ evitou a ocorrência de alterações do eletrocardiograma (ECG) e a 

diminuição dos títulos de imunofluorescência indireta em pacientes chagásicos crônicos 

(Clemons et al, 2017), em seguimento de dez anos. No entanto, o estudo BENEFIT 2015 

― cuja metodologia foi estabelecida por estudo duplo cego, comparando o uso de BNZ 

com placebo e com seguimento ambulatorial por cinco anos pós-tratamento ― constatou 

que pacientes chagásicos crônicos, com cardiopatia estabelecida, não apresentaram 

redução da deterioração clínica, embora apresentassem diminuição significativa dos 

títulos sorológicos após o uso do BNZ. Os resultados discrepantes entre os estudos 

clínicos podem ocorrer devido à variação metodológica, diferentes critérios clínicos 

adotados para a evolução da doença e/ou da cura, ou diferentes períodos de 

acompanhamento. 
 

No presente estudo, a idade média dos pacientes foi de 48,21 ± 12,02 anos 

para o gênero masculino e 46,9 ± 10,60 anos para o gênero feminino, sendo 19 homens e 

13 mulheres. A forma clínica mais prevalente foi a indeterminada (50%), seguida da 

cardíaca (43,75%) e da forma digestiva (6,25%). Sabe-se que a idade apresentada por 

estes pacientes não é a mais indicada para iniciar o tratamento específico; por serem 

pacientes crônicos que há mais de 30 anos convivem com o parasito em seu organismo, 

respondem inadequadamente ao tratamento com BNZ quando comparados com pacientes 

chagásicos agudos e jovens. No entanto, conforme recomendações do II Consenso 

Brasileiro na doença de Chagas, 2015, os pacientes ainda se encaixam para a indicação do 

tratamento específico contra o parasito, uma vez que este pode ser efetuado até os 50 anos 

de idade. Outro motivo a ser considerado no presente estudo é o de que 50% dos 

pacientes que iniciaram o tratamento com o BNZ encontravam-se na forma clínica 

indeterminada, um dos critérios para iniciar o tratamento específico para a dC. E em 

relação aos outros pacientes, cardiopatas e digestivos tratados com o BNZ, apresentavam 

alterações de menor gravidade clínica, podendo se beneficiar de alguma forma com esse 

tratamento, uma vez que se tem o conhecimento de que com o uso do BNZ ocorre a 

diminuição da carga parasitária circulante. Esse mesmo ponto de vista foi relatado por 

Rassi et al, 2017, onde analisaram as limitações do estudo BENEFIT 2015, argumentando 

que os pacientes que receberam BNZ, quando comparados com pacientes que receberam 
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placebo, apresentaram significativamente um menor número de admissões hospitalares 

devido à diminuição dos problemas cardiovasculares. 
 

Constatou-se, neste presente estudo, fatos semelhantes identificados pelo 

inquérito sorológico da década de 1970. Primeiro, em relação à região onde se localiza o 

GEDoCh/Unicamp, no estado de São Paulo, onde a dC teve a transmissão vetorial 

controlada desde a década de 1970, com redução máxima da frequência de casos agudos 

e de fase crônica recente em crianças e jovens, com envelhecimento de seus portadores. 

Segundo, que os pacientes atendidos no GEDoCh/Unicamp e participantes deste estudo 

procederam de estados com maior prevalência da dC, principalmente de Minas Gerais e 

do nordeste, demonstrando mudanças na epidemiologia da dC. 
 

Os dois únicos fármacos com atividade tripanocida indicados para o 

tratamento específico para a dC são o BNZ e NFX, e ambos estão longe de serem ideais, 

pois exigem tempo prolongado de uso, apresentam efeitos adversos e, embora sejam 

efetivos na fase aguda, sua eficácia na fase crônica é baixa ou questionável (Chatelain, 

2015; Urbina, 2010). 
 

A intolerância ao BNZ é relatada com frequência entre os adultos, fazendo-os 

interromperem o tratamento, sendo imprescindível identificar a frequência de EA. Estes 

eventos levam à interrupção do tratamento em uma frequência que varia de 13 a 41,5%, 

dependendo dos estudos avaliados (Novaes et al, 2015). No entanto, nos relatos do 

tratamento em uma grande população de pacientes chagásicos jovens, a taxa de 

suspensão da terapêutica com o BNZ apresentou resultados diversificados, tendo os EA 

com frequência baixa, os quais variaram de 1,3% (na Honduras) até 5,8% (na Bolívia), e 

com frequências altas desses EA, os quais variaram de 25,6% (Bolívia) até 50,8% 

(Guatemala). O fato de se ter menor frequência de EA foi atribuído à estreita vigilância 

assistencial multidisciplinar, auxiliando os pacientes a completar o tratamento. Os EA 

têm sido atribuídos à alta dosagem administrada, de 5mg/Kg/dia, além da toxicidade 

inerente ao fármaco. Bustamante et al, 2014, propuseram um esquema de tratamento no 

qual diminuiu-se a dosagem, constatando assim a redução da toxicidade ao BNZ e, 

consequentemente, a menor taxa de interrupção do tratamento. 
 

Neste estudo, o esquema de tratamento com BNZ foi de 5mg/Kg/dia, 

semelhante às recomendações do II Consenso Brasileiro na doença de Chagas, 2015. Dos 

32 pacientes que iniciaram o tratamento, apenas seis (18,75%) o interromperam devido às 

alterações dérmicas ao BNZ. Deste modo, o registro sobre a frequência de interrupção do 
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tratamento específico para a dC com pelo BNZ devido aos EA está em acordo com as 

frequências registradas pela literatura. Outro dado a ser ressaltado é o de que, dos seis 

pacientes que interromperam o medicamento, quatro eram mulheres, semelhantemente ao 

observado por outros autores, que descreveram maior incidência destes EA relacionados 

ao gênero feminino (Górgolas et al, 2015). A característica dos EA ao BNZ observados 

no presente estudo não diferiu daquelas relatadas na literatura, sendo a maioria dos EA 

detectados na pele como reações urticariformes ocorridas no início do tratamento, 

seguidas por alterações hepáticas, hematológicas e neurológicas (Pinazo et al, 2013). Vale 

ressaltar que as alterações dérmicas ao BNZ respondem bem à introdução de 

corticosteróides e anti-histamínicos, permitindo que os pacientes continuem o tratamento 

até o 60° dia. Ressalta-se, também, que as alterações dérmicas graves desaparecem com a 

suspensão do BNZ, na maioria das vezes não necessitando intervenções, como ocorreu no 

presente estudo. 
 

Ao longo dos anos, o conhecimento sobre a diversidade genética do T. cruzi 

progrediu consideravelmente, mas muitas questões não respondidas ainda persistem, 

como os fatores que determinam a patogenicidade do parasito e o papel do hospedeiro 

na definição das manifestações clínicas da dC (Zingales, 2017). Não há padrão-ouro 

para o diagnóstico sorológico da dC que abrange as amplas variações na resposta de 

anticorpos entre os indivíduos. Também não existe consenso sobre qual seria o padrão-

ouro para o critério de cura parasitológica em um tempo curto pós-tratamento específico 

da dC. Contudo, o principal critério de cura aceito é a negativação sorológica, o que 

infelizmente pode demorar anos para ser percebido. No entanto, esta negativação 

sorológica tardia não é observada em todos os estudos que abrangem o tratamento 

específico da dC, principalmente com o uso do BNZ. Há uma variabilidade da 

frequência de negativação sorológica entre as populações estudadas, como observado 

por Yun et al, 2009 em Honduras e na Guatemala, cuja negativação sorológica ocorreu 

entre 87,1% e 58,1% após 18 e 60 meses do término do tratamento. Resultados 

semelhantes foram observados na Colômbia (Bianchi et al, 2015), região central da 

Argentina (Fabbro et al, 2014), região sul da Argentina (Niborski et al, 2016) e Chile 

(Arias et al, 2016). Por outro lado, Machado-de-Assis et al, 2013, no Brasil, não 

observou negativação sorológica em nenhum dos pacientes tratados, mesmo após longo 

período de seguimento. Neste estudo, os resultados em relação à sorologia convencional 

foram aqueles que naturalmente devem ocorrer em indivíduos com a dC crônica e 
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sabidamente conhecida. Há uma variação natural, dependendo da resposta do indivíduo 

aos antígenos do T. cruzi, com ampla oscilação dos títulos sorológicos, por qualquer um 

dos métodos utilizados durante a vida. Dessa maneira, a diminuição dos títulos 

sorológicos pós-tratamento com BNZ ocorreu em seis casos (31,57%). Em sete casos 

(36,84%) os títulos sorológicos não variaram e, em seis (31,57%) os títulos 

aumentaram. O mesmo tem sido observado na literatura sobre o tratamento específico 

da dC com o BNZ em pacientes crônicos (Riarte, 2013). 
 

Em relação aos resultados da sorologia neste estudo, é importante ressaltar 

que a comparação estatística entre os valores dos títulos sorológicos, antes e depois de 

12° e 18° meses pós-tratamento, não resultou em valores com significância estatística. 

Pode-se interpretar que, à luz do que se considera necessário para definir a eficácia do 

medicamento em curar a dC na fase crônica, isto não ocorreu, havendo falha terapêutica 

neste período de seguimento. No entanto, sabe-se que pode demorar décadas para que a 

sorologia convencional para a dC se negative pós-tratamento específico, sendo necessário 

o seguimento dos pacientes por anos para verificar se houve realmente a cura ou a falha 

terapêutica. Isto ocorre em vista de haver memória sorológica e os anticorpos 

continuarem a serem detectados, por tempo variável, mesmo na ausência de antígenos do 

T.cruzi. Estes mecanismos também ocorrem em outras doenças, como na sífilis e nas 

hepatites. Os pacientes avaliados no presente estudo continuarão o seguimento no serviço 

do GEDoCh/Unicamp, como rotineiramente o fazem os demais que trataram 

especificamente a dC, sendo a sorologia monitorada anualmente para este fim. Estudos 

anteriores observaram que até 20% daqueles que receberam o tratamento com o BNZ na 

fase crônica da dC negativaram a sorologia após mais de 20 anos de seguimento, 

significando que a cura ocorre em baixa porcentagem dos casos tratados, não sendo o 

medicamento ideal para o tratamento específico da dC em sua fase crônica. Deste modo, 

a sorologia convencional para a dC constitui-se em um ótimo método para o diagnóstico 

da doença, mas não para certificação de eficácia da cura terapêutica, sendo ainda 

desejável um método que o faça em um período curto após a utilização de fármacos com 

atividade tripanomicida. 
 

Para desenvolver uma ferramenta laboratorial ideal para o diagnóstico, assim 

como para o seguimento do tratamento específico da dC, encontram-se situações que 

dificultam sua realização, como o número baixo e intermitente de parasitos durante a fase 

crônica; a diversidade do genótipo do parasito e sua distribuição desigual em diferentes 
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regiões e a não padronização de testes moleculares. Tais ferramentas necessitam ser 

fáceis de usar e adaptadas às necessidades das populações afetadas, além de estar em 

acordo com a realidade dos sistemas de saúde regionais (Schijman et al, 2011). 
 

Álvarez et al, 2016 desenvolveram um estudo piloto para a avaliação de um 

novo esquema de tratamento com BNZ, com administração de 5 mg/kg/dia, em duas 

vezes a cada cinco dias, até completar 60 dias de tratamento. O tratamento foi 

administrado em 17 pacientes chagásicos crônicos, os quais realizaram a qPCR antes e 

pós-tratamento. Os pesquisadores observaram que 75% dos indivíduos apresentaram 

carga parasitária pela qPCR detectável antes do tratamento, com a quantificação de 1,45 

equivalentes genômicos de parasitos/mL, enquanto que o restante das amostras foram 

detectáveis, porém não quantificáveis. Os pesquisadores afirmaram que em apenas um 

caso (6%) foi possível detectar a parasitemia pós-tratamento, porém sem a quantificação, 

correspondendo a falha terapêutica após uso de BNZ. Concluíram que a intermitente 

administração de BNZ tem potencial terapêutico, considerando a qPCR como critério de 

avaliação de cura. 
 

Morillo et al, 2017 utilizaram a qPCR para avaliação de cura pós-tratamento 

específico da dC em pacientes crônicos assintomáticos, procurando comparar a eficácia 

terapêutica em esquemas de associação de fármacos, associação do posaconazol com 

BNZ. Antes do tratamento, a qPCR quantificou os parasitos em todos os pacientes. Após 

um ano de tratamento, a taxa de conversão da qPCR foi muito superior nos grupos de 

posaconazol associado com BNZ e apenas BNZ, alcançando a mesma frequência de 96%. 
 

É reconhecido que a técnica da PCR apresenta limitações que devem ser 

levadas em conta, frente aos diferentes resultados publicados na literatura. Assim, 

resultados negativos podem ocorrer devido à interferência de substâncias inibitórias 

durante a extração de DNA, o que interferirá nas reações moleculares ou resultados 

positivos devido à contaminação do DNA durante quaisquer etapas da execução da 

metodologia. Além de limitações inerentes ao método, existem aquelas próprias de cada 

doença. No caso da dC crônica, pode-se citar como limitações a baixa e oscilante 

parasitemia, a qual pode gerar resultados de qPCR falso negativos. Segundo Schijman et 

al, 2011, pode haver variação e interferência na sensibilidade e especificidade da técnica 

da PCR pelo volume da amostra coletada, condições de conservação da amostra, método 

utilizado para o isolamento genômico, escolha das sequências genômicas, quantidade de 

reagentes, condições da amplificação da reação molecular e diferentes DTUs. Por fim, 
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ainda não há padronização do método molecular para o diagnóstico da dC. Nesse 

contexto, foram realizadas várias técnicas de PCR em amostras cegas, incluindo DNA de 

T. cruzi purificados de cultura, de sangue humano enriquecido com cepas, e de amostras 

clínicas de pacientes de diferentes países endêmicos (com sorologias positivas e 

negativas), a fim de selecionar qual dos testes apresentaria melhor desempenho para 

validação do diagnóstico da dC pela PCR (Schijman et al, 2010). Mesmo assim, não se 

conseguiu padronização adequada, havendo sugestão de mais estudos prospectivos com a 

finalidade de validar a técnica de qPCR no contexto da dC. 
 

No presente estudo, os resultados relacionados à qPCR chamam a atenção em 

relação ao grupo composto por 12 pacientes (63,15%), no qual não ocorreu a detecção da 

carga parasitária antes do tratamento com BNZ. O fato dificulta a avaliação pós-

tratamento, uma vez que a inexistência ou redução dos resultados detectáveis seria o 

indicador da eficácia do medicamento. Assim, a exclusão deste grupo seria o mais 

adequado, conservando apenas os casos que apresentaram carga parasitária detectável, 

aptos ao tratamento específico para o T. cruzi em indivíduos com a dC. 
 

Alguns motivos levaram à inclusão do grupo com carga parasitária não 

detectável pré-tratamento no estudo. O primeiro deles foi técnico, uma vez que no sangue 

periférico coletado antes do início do tratamento era realizada imediatamente a sorologia 

e extração do DNA. A qPCR seria realizada posteriormente, quando um número ideal de 

amostras era alcançado. Nessa ocasião, o tratamento específico já estaria sendo realizado 

ou até mesmo terminado. O critério para o tratamento específico para a dC seguido pelo 

GEDoCh/Unicamp, com base no II Consenso Brasileiro sobre a doença de Chagas, 2015, 

não requer a constatação da carga parasitária, mas sim o diagnóstico (sorologia positiva), 

a forma clínica da doença e a idade do paciente. Os pacientes incluídos no presente 

estudo foram aqueles rotineiramente com indicação para o tratamento específico e não 

exclusivamente selecionados para o projeto. Por se tratar de pacientes crônicos, a maioria 

não preenchendo o critério de idade e forma clínica não grave para o início do tratamento, 

a exclusão de casos com carga parasitária não detectável dificultaria em muito a 

realização deste estudo. Por fim, os pesquisadores não previram que isso poderia 

acontecer. No entanto, após a constatação desse fato, deve-se considerar que isso seria 

possível e esperado, já que os pacientes encontram-se na fase crônica, em idade adulta 

aproximada de 50 anos, longe da fase aguda, além de estarem afastados da área 

endêmica, sem reinfecção. Assim, a parasitemia esperada deveria ser baixa ou muito 
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baixa. Os exames parasitológicos indiretos, como xenodiagnóstico e hemocultura, já 

comprovaram esta característica no passado, uma vez que a positividade é baixa na 

maioria dos relatos em literatura (Portela-Lindoso et al, 2003). Os estudos anteriores 

utilizando a qPCR como critério de cura para o tratamento específico da dC na fase 

crônica também verificaram que uma porcentagem expressiva dos pacientes não 

apresentam carga parasitária detectável no pré-tratamento. Em alguns desses estudos 

verificou-se que a porcentagem de pacientes com a carga parasitária não detectável antes 

do tratamento variou de 30% a 56%, os quais eram adultos com idades variando entre 36 

a 47 anos (Alvarez et al, 2016; Murcia et al, 2016; Niborski et al, 2016). Justifica-se que 

os pacientes estudados residiam em áreas não endêmicas e sem exposição a reinfecções. 

Deste modo, acreditamos que a manutenção deste grupo, de 12 pacientes com carga 

parasitária não detectável antes do tratamento com BNZ no presente estudo, possa 

dificultar a avaliação posterior da qPCR como critério de cura, mas não invalida o 

trabalho. 
 

O segundo grupo foi constituído por cinco casos (26,31%) em que o DNA do 

parasito foi detectado, mas a parasitemia não foi quantificada pela técnica de qPCR. No 

entanto, para os objetivos deste estudo, o grupo anterior apresenta-se como o mais 

adequado para verificar a eficiência da qPCR como critério de cura, pós-tratamento 

específico para o T. cruzi, apesar da parasitemia ainda continuar baixa. Espera-se que a 

qPCR não detecte a carga parasitária caso o tratamento seja eficaz. No Brasil, Melo et al, 

2015 trataram com BNZ pacientes chagásicos crônicos, com média de idade de 50 anos, 

nos quais a carga parasitária foi detectável pela qPCR, porém não quantificável, na 

maioria dos casos estudados. Concluíram que a carga parasitária estimada para esses 

pacientes foi muito baixa e próxima ao limite inferior da faixa de detecção da qPCR, o 

que pode interferir na precisão da quantificação desta. Ramírez et al, 2017 também 

encontraram 13,90% de pacientes chagásicos crônicos bolivianos com carga parasitária 

detectável e não quantificável antes do tratamento específico com BNZ. Os autores não 

informaram as idades dos pacientes e nem justificaram a ocorrência do fato. A qPCR 

confirma, assim, a baixa parasitemia que ocorre na evolução natural da dC crônica, 

havendo a possibilidade desta não ser quantificada, embora seja detectada. 
 

O terceiro grupo, constituído por apenas dois casos (10,52%) em que houve 

detecção e quantificação da carga parasitária, seria o ideal para o cumprimento dos 

objetivos deste estudo. Nestes pacientes, considera-se que a parasitemia seja alta e há 
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indicação formal para o tratamento específico para o T. cruzi. Nesse sentido, a qPCR deve 

ocupar um espaço cada vez maior quando comparada aos métodos de xenodiagnóstico e 

hemocultura, em vista da praticidade que envolve o método molecular. Sartor et al, 2017 

utilizaram a qPCR em ambientes rurais do Chaco argentino, onde 24% dos moradores 

estavam infectados e apresentavam até 18 anos de idade, constatando a detecção e 

quantificação da carga parasitária em 76% dos casos. Por se tratarem de crianças, em uma 

região altamente endêmica, entende-se que a qPCR confirmou as elevadas parasitemias 

dos pacientes, constituindo-se, nesse sentido, em um método confiável. Moreira et al, 

2013, avaliando pacientes cardiopatas chagásicos crônicos de regiões distintas da 

America Latina (Brasil, Argentina e Colômbia), observaram uma taxa de 79% dos casos 

com carga parasitária detectável e quantificável pela qPCR antes do tratamento com 

BNZ. No entanto, os pesquisadores encontraram como medida da parasitemia para os 

pacientes da Argentina e Colômbia valores entre 1,93 e 2,31 equivalentes de 

parasitos/mL, respectivamente, medida cerca de 20 vezes maior que a estimada para os 

pacientes brasileiros de 0,1 equivalentes de parasitas/mL. Assim, concluíram que o 

método molecular demonstrou alto potencial para diagnosticar e estimar a carga 

parasitária ― apesar da fase crônica, onde se espera escassa parasitemia ― sendo capaz 

de detectar níveis equivalentes de DNA inferiores a um parasito/mL. Como o objetivo do 

estudo foi o de comparar técnicas de qPCR como um dos braços do estudo BENEFIT 

2015, não pormenorizaram dados demográficos da casuística, como gênero e idade e, 

também, não valorizaram o fato de que a população brasileira se comportou de maneira 

diferente das demais. Deste modo, os grupos de pacientes observados no presente estudo, 

previamente ao tratamento específico de chagásicos crônicos avaliados pela qPCR, não se 

diferenciam daqueles encontrados nos estudos da literatura sobre o assunto. 

 
 

Já no pós-tratamento, deparou-se com dois grupos distintos, 

independentemente do tempo de 12 ou 18 meses de seguimento. Em um deles pode-se 

destacar dezesseis casos (84,21%) com carga parasitária não detectável pela qPCR. Dos 

dezesseis casos, dez (62,50%) já não apresentavam carga parasitária detectável antes do 

tratamento com BNZ. Uma vez que a parasitemia inferior à capacidade da qPCR em 

detectá-la pode se dever à evolução natural da dC em pacientes chagásicos crônicos, 

como já discutido anteriormente, torna-se difícil considerar a cura parasitológica atribuída 

ao BNZ neste grupo de pacientes. No entanto, o contrário também não pode ser afirmado, 
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isto é, que não tenha havido qualquer efeito do medicamento na redução da parasitemia. 

Acredita-se que um seguimento em maior prazo possa confirmar a negativação 

persistente do método ou a falha terapêutica, uma vez que a parasitemia se torne 

detectável. 
 

No entanto, nos demais seis casos (37,50%) em que a qPCR não detectou a 

carga parasitária após o tratamento, esta havia sido detectada antes dele. Além disso, em 

cinco dos seis casos a carga parasitária era detectável, mas não quantificável, e em um 

caso esta era quantificável antes do tratamento. Neste grupo de pacientes, também não se 

pode afastar definitivamente a variabilidade natural da parasitemia na fase crônica da dC, 

mas é mais aceitável pensar que isto possa se dever à ação do BNZ, uma vez que não se 

discute sua capacidade em reduzir a carga parasitária. Assim, poderia se considerar que a 

frequência de “cura parasitológica” em pacientes com a doença de Chagas em fase 

crônica seria de 37,50%, levando-se em consideração a qPCR como critério, no período 

máximo de 18 meses de seguimento. É preciso chamar a atenção para o fato de que, dos 

seis casos observados com carga parasitária não detectada após o tratamento com o BNZ 

pela qPCR, em cinco isto ocorreu aos 12 meses de seguimento. Em um caso foi 

observado aos 18 meses. Ainda não se sabe ao certo qual o tempo estimado a ser 

considerado para negativação da parasitemia avaliada pela qPCR após o tratamento 

específico, mas pelos dados obtidos neste estudo, deve ser considerado o prazo mínimo 

de 18 meses. Seguimentos com prazos mais longos poderão ou não confirmar este 

resultado. 
 

O outro grupo pós-tratamento observado foi constituído por três casos 

(15,78%), que apresentaram carga parasitária detectável pela qPCR, porém sem 

quantificação, devendo ser considerados como com baixa parasitemia. Desses casos, dois 

deles (66,66%) apresentavam carga parasitária não detectável pela qPCR antes do 

tratamento, devendo ser considerado como falha terapêutica. O outro caso (33,33%) 

apresentava carga parasitária detectável e quantificável antes do tratamento. Como já 

discutido, a redução da carga parasitária neste caso não pode ser atribuída exclusivamente 

ao tratamento com BNZ. 
 

Neste período de observação, levando-se em consideração a sorologia como 

critério de cura após o tratamento específico da dC com o BNZ, esta não ocorreu, uma 

vez que os exames se mantiveram reagentes e positivos. Como o seguimento com a 

sorologia deve ser por prazo bem maior, os doentes deverão ser seguidos para esta 



71 

 
 

 

finalidade. Por fim, em relação ao objetivo de se comparar a sorologia com a qPCR no 

intuito de se verificar a cura da dC após o tratamento específico, é possível fazê-lo no 

sentido de verificação de falha terapêutica, como ocorreu em dois dos casos estudados. 

Deste modo, a qPCR se mostra de maior valor, detectando a falha do tratamento 

precocemente. Com o seguimento dos pacientes nos quais a qPCR não detecta a carga 

parasitária persistentemente, a negativação da sorologia convencional poderá validar o 

método molecular. Novamente, isto só poderá ser observado em longo prazo, e se 

ocorrer! 

 
 

6. Conclusões 
 
 
 

As conclusões deste estudo são as seguintes: 
 

1. A qPCR não foi capaz de indicar a cura parasitológica nos pacientes com a dC em sua 

fase crônica e tratados com o BNZ, no período de estudo. 

 
 

2. A qPCR foi capaz de indicar precocemente a falha terapêutica precocemente do 

tratamento específico para o T. cruzi com o BNZ em pacientes com a dC em sua fase 

crônica. 

 
3. A qPCR foi capaz de avaliar a variação da carga parasitária antes e pós-tratamento 

específico para o T. cruzi com o BNZ, em pacientes com a fase crônica da dC. 

 
4. A qPCR foi superior à sorologia ao detectar precocemente a falha terapêutica após o 

tratamento específico para o T. cruzi com o BNZ, em pacientes com a fase crônica da dC. 

 
 

5. A sorologia se manteve reagente e positiva após o tratamento específico para o T. 

cruzi com o BNZ, em pacientes com a fase crônica da dC, indicando falha terapêutica, no 

período de estudo. 

 
 

6. Os EA ao BNZ foram frequentes, controláveis com corticosteroides, mas responsáveis 

por interrupções do tratamento. 
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7. A epidemiologia dos pacientes avaliados foi compatível com áreas em que a dC teve 

suas principais formas de transmissão controladas. 

 
 

7. Limitações 
 

do estudo 
 
 
 

Algumas limitações podem ser destacadas no presente estudo: 
 

1. O tamanho da amostra pode ter sido pequeno, quiça maior número de pacientes 

avaliados poderia trazer resultados mais esclarecedores. 

 
 

2. As dificuldades inerentes à pesquisa clínica, a qual envolve a participação de 

indivíduos de diferentes níveis sócio-econômico e culturais, por si só, já apresenta certa 

dificuldade no seguimento ambulatorial e laboratorial. 

 
3. Um maior tempo para a realização do estudo seria necessário, mas incompatível com o 

período da pós-graduação. 

 
 

4. Como os doentes foram avaliados rotineiramente, as dificuldades enfrentadas pela 

insituição, principalmente financeiras, dificultaram a realização adequada das sorologias, 

contribuindo para a perda de um grupo deles, reduzindo mais a casuística. 

 
5. Uma coleta de sangue e uma qPCR realizadas por período, pode reduzir o número de 

casos com carga parasitária detectável, frente à variabilidade da parasitemia da fase 

crônica da dC. 

 
 

6. Pela parasitemia baixa e intermitente do T.cruzi em pacientes chagásicos crônicos, 

pode ter havido baixo rendimento da extração de material genético, podendo tornar a 

carga parasitária subestimada pela qPCR. 
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7. Cepas teciduais (TC1), as quais não circulam na corrente sanguínea podem não terem sido identificadas, 

gerando qPCR não-detectável. 
 

8. Oligonucleotideos e alvos genômicos não totalmente padronizados. 
 
 
 

8. Apoio 
 

Financeiro 
 
 
 

O projeto teve apoio financeiro do órgão de fomento Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado 

de São Paulo (FAPESP), pelo auxílio regular à pesquisa de fluxo contínuo, pelo processo N°2016/08737-0, 

sob-responsabilidade da Profª. Drª. Sandra Cecília Botelho Costa. 

 
 
 
 

9. Conflito de 
Interesse 

 
 
 

O estudo apresentado, em momento algum, apresentou conflito de interesse. 
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2. Anexos 

9.1. Parecer do Comitê de Etica em Pesquisa 
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9.2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 
























