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RESUMO

A doenca de Chagas (dC) é a terceira doenca endémica que mais causa danos a
saude humana. Com o intuito de eliminar o parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi) ou
diminuir a carga parasitaria, recomenda-se o uso do benznidazol (BNZ). O objetivo
do presente estudo foi avaliar a eficacia do tratamento com BNZ em pacientes
chagasicos cronicos, mensurando a carga parasitaria antes e pds-tratamento pela
gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction). Foi realizado um estudo descritivo,
prospectivo de uma coorte de pacientes chagasicos cronicos submetidos ao BNZ,
atendidos no ambulatério do Grupo de Estudos em Doenga de Chagas
(GEDoCh/Unicamp), centro de referéncia, acompanhados por até 18 meses pos-
tratamento. Apuraram-se dados epidemioldgicos, clinicos, laboratoriais e o0s
possiveis 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 alteracéo
cutédnea a mais frequente em 18 casos (56,25%), seguido de alteracao gastrica em
quatro casos (12,50%), alteracdo hematolégica (neutropenia) em trés casos (9,37%),
alteracao hepatica em um caso (3,12%) e neuropatia periférica em um caso (3,12%).
A forma clinica mais frequente foi indeterminada em 16 casos (50%), seguida da
cardiaca em 14 casos (43,75%) e digestiva em dois casos (6,25%). A localidade da
possivel transmissdo vetorial foi mais prevalente em Minas Gerais com 23 casos
(71,87%), seguida da Bahia com cinco casos (15,62%), Pernambuco com trés casos
(9,37%) e Goias com um caso (3,12%). Para a analise da gPCR foram apreciado 19
casos (59,37%). Os resultados antes do inicio do tratamento foram: dois casos
(10,52%) detectaveis e quantificavel, cinco casos (26,31%) detectavel e néo-
quantificavel e 12 casos (63,15%) nao detectavel a carga parasitaria. Pés-tratamento
observou-se: 16 casos (84,21%) nao detectaveis e trés casos (15,78%) detectaveis

e nao-quantificavel a carga parasitaria. O limite de deteccao foi de 10~ equivalente
gendmico/mL. Para os resultados soroldgicos, ndao houve significancia estatistica
dos titulos, antes e p6s-tratamento, jA que em nenhum dos casos foram negativos ou
nao atingiram valores limites de positividade apés o uso com BNZ. A gPCR
apresenta acuracia como ferramenta coadjuvante para o critério de avaliagdo da
carga parasitaria pelo T. cruzi. No entanto, ainda deixa duvidas quanto a cura
parasitolégica nos casos em que nao detecta os parasitos, devido aos limites de
deteccao e quantificacao da propria técnica. Pode-se concluir pelo presente estudo
que a gPCR mostrou-se importante na identificacdo da falha terapéutica
precocemente, nos casos onde detectou-se a carga parasitaria pos-tratamento com
BNZ. No entanto, ndo é possivel afirmar a cura parasitolégica nos casos nao
detectaveis, dentre o periodo de seguimento desta analise.

Palavras-chave: Doenca 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 Doencga 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 gPCR 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 Goias. The results of gPCR 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" 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 Ilimit values of positivity. The gqPCR 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
gPCR 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 gPCR did not detect post-treatment
parasite load, during the period of this study.

Key words: Chagas disease; Benznidazole; Adverse events; Serological; qPCR;
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1. INTRODUCAO

1.1. A descoberta da doenca de Chagas

A doencga de Chagas (dC) ou tripanossomiase sul americana, causada pelo
protozodrio 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 mamiferos no norte de Minas Gerais/Brasil, detectado em
humanos. A dC humana é endémica do sul dos Estados Unidos da América do Norte a
PatagOnia, transmitida por vetores hematdfagos domiciliados (Insecta, Hemiptera,
Reduviidae, Triatominae), que se dispersaram nessa regido no Cretdceo Superior,
derivados de hemipteros fitéfagos e predadores, originando um ciclo enzodtico primitivo
(Coura JR, 1997; Dias JCP e Schofield CJ, 1999).

A dC € a terceira doenga endémica mais comum no mundo, depois da malaria
e a esquistossomose (Benziger, 2015). E uma condi¢do infecciosa, com fase aguda e
cronica, classificada como doenca negligenciada pela Organizacdo Mundial da Satde
(OMS) (II Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, 2015). Infelizmente, um século
apos a descoberta da dC, esta ainda afeta entre 5 — 6 milhdes de pessoas em varios paises
da América Latina, sendo uma das principais causas de morte subita, arritmias e

insuficiéncia cardiaca (Morillo et al, 2015).

1.2. Aspectos epidemioldgicos da doenca de Chagas
1.2.1. No mundo

A globalizacdo e a urbanizagdo das doencas end€micas rurais representam
grandes desafios para todos os paises, pois determinam a coexisténcia de doencas
infecciosas em centros urbanos e periurbanos, contribuindo sinergicamente para aumentar
a morbimortalidade. Assim, a globalizacio da dC € discutida no contexto de aspectos
bioecoldgicos, socioculturais e politicos, incluindo temas relevantes como migragao,
fluxos internacionais para paises ndo-endémicos, vetores, movimentos de reservatorios,

além da gestao médica como um ponto critico (Shikanai Yasuda e Vinas, 2013). Na
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Figura 1, pode-se visualizar a distribuicdo global de casos com dC, baseado em

estimativa no periodo de 2006 a 2010, como Espanha, Austrélia, Japao entre outros.
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Figural. Distribui¢do global de casos com doenca de Chagas, baseado em estimativa oficial, 2006 — 2010.
Numero de casos estimados de infecgdo por Trypanosoma cruzi: em azul = < 900 casos; amarelo = 900 até
89.999 casos; laranja = 89.999 até > 900.000 casos; em cinza = casos oficialmente ndo relatados; vermelho
=>1.000.000 referente ao Cone Sul, com excec¢do da Bolivia (Thompson, 2015).

Segundo a OMS (World Health Organization, 2012) estima-se que existe entre 6
a 7 milhdes de individuos infectados em todo o mundo com a dC, dos quais 3.581.423
(62,4%) residem em nagdes que compOem a Iniciativa dos Paises do Cone Sul,
destacando-se a Argentina (1.505.235), Brasil (1.156.821) e Bolivia (607.186). Todavia,
estes dados divergem de outras estimativas realizadas por diferentes grupos de pesquisa e
métodos para definicdo de infeccdo por 7. cruzi em vdrios paises, o que dificulta o
estabelecimento exato da prevaléncia da dC nas Américas. No entanto, os autores
concordam que o numero de infectados €, ainda, muito expressivo no contexto sanitario e
social do continente, requerendo prioridade e atengdo (II Consenso Brasiliero da Doenga

de Chagas; Shikanai Yasuda e Viias, 2013).

1.2.2. No Brasil

Entre os anos de 1975 — 1980 realizou-se um inquérito soroldgico para
examinar a prevaléncia de infec¢ao chagasica no Brasil. O objetivo principal era detalhar
a distribui¢do geogréfica da dC, tendo como objetivo especifico delimitar e estratificar a
drea com transmissao endémica da dC, além de orientar as agdes de controle vetorial

(Camargo et al, 1984). Essa iniciativa foi desenvolvida pela Superintendéncia de
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Campanhas de Saude Publica (SUCAM/MS), com apoio financeiro do Conselho
Nacional de Pesquisas (CNPq), através do Programa Integrado de Doengas Endémicas
(PIDE).

Por meio desse Inquérito a soroprevaléncia em populacio residente em &area
rural foi estimada em 4,22%. Foram realizadas 1.352.197 exames de imunofluorescéncia
indireta (IFI), em individuos de 3.026 municipios de 24 estados, segundo a divisdo
geopolitica da época. No entanto, o inquérito ndo abrangeu o Estado de Sdo Paulo e o
Distrito Federal, pois, acreditava-se que havia informagdo suficiente sobre a
soroprevaléncia destes locais. Os resultados foram confirmatérios em relagdo ao que era
j& conhecido. Alguns dados ndo foram satisfatérios naquele momento, no entanto, anos
depois, com auxilio de outros estudos entomoldgicos, serviram para interpretacdes mais
abrangentes sobre a real prevaléncia da dC no pais (Silveira et al, 2011).

Entre o periodo 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 regido Norte do pais. Dentre estes, o estado
do Para foi responsavel por 85% dos casos. As provdveis formas de transmissiao foram a
oral (69%), a vetorial (9%) e ndo identificada (21%). Embora haja um controle de
vigilancia no pais, a ocorréncia de novos casos ainda € relevante. A prevaléncia estimada
atualmente da dC em geral no Brasil varia de 1,0 a 2,4% da populacdo, o equivalente a
1,9 a 4,6 milhdes de pessoas infectadas por 7. cruzi. O reflexo é a elevada carga de
mortalidade pela doencga registrada no pais, representando uma das quatro maiores causas
de mortes por doencgas infecciosas e parasitidrias (Ministério da Saudde Brasileiro —

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

1.1. Agente etiologico e sua diversidade genética
O agente etioldgico da dC € o protozodrio 7. cruzi, ser eucarioto, pertencente

ao filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe Zoomastigophora, ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Por pertencer a esta ordem taxondmica, o
parasito apresenta uma organela especifica denominada de cinetoplasto (kDNA),
encontrada sob forma condensada de DNA (4cido desoxirribonucleico) extranuclear,
constituido de moléculas organizadas em forma de maxicirculos e minicirculos, podendo
abranger até 30% do DNA total do parasito (Prata, 2001). Por apresentar essa

peculiaridade atraiu a aten¢@o de pesquisadores em busca da reconstrugdo filogénica, com
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propésito de desvendar a origem e evolugdo desta caracteristica genética, como também,
outras bioquimicas e estruturais (Moreira et al, 2004).

Estudos conferiram diferencas morfolégicas entre cepas coletadas de
mamiferos silvestres, de alguns insetos e de amostras humanas. Associaram essas cepas
as diversas localidades territoriais € com as variacoes das formas clinicas da dC
diagnosticadas em diferentes individuos, o que levou a proposta de um termo como
“complexo cruzi”. Em 1977, identificaram-se duas combina¢des marcadamente distintas
de padrdes de isoenzimas (Miles et al, 1977). Posteriormente, nos anos 90, com o advento
da biologia molecular, demonstrou-se que clones principais de determinadas d&reas
endémicas poderiam ser responsdveis por distintas manifestagdes clinicas e resposta
quimioterapica (Andrade SG, 1974). Em 2009, outro trabalho propés uma nova
classificacdo, para as diferentes cepas do parasito, aconselhando o uso da nomenclatura
DTUs (“discrete typing units”), com seis diferentes classes, denominadas 7. cruzi 1, I,
III, IV, V e VI (Zingales et al, 2009). Essa classificacdo € utilizada atualmente para
estudos epidemioldgicos e clinicos da dC, ja sendo conhecido que algumas DTUs sio

mais resistentes que outras a terapéutica especifica (Zingales, 2011). Detalhes na Figura

2.
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Figura 2. Distribuicdo epidemioldgica das DTUs em humanos da América do Sul. Prevaléncia das formas
cardiaca e assintomdtica nos paises ao Norte da linha pontilhada e das formas cardiaca, digestiva e
assintomdtica, ao Sul. Fonte (Zingales B, 2011).

1.4. Formas de transmissao
1.4.1. Transmissao vetorial
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O parasito € transmitido, principalmente, por insetos hematéfagos da
subfamilia 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 mamiferos (denominados de reservatério). Em cada hospedeiro o
parasito desenvolve dois estdgios 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 ndcleo. A forma amastigota corresponde ao estdgio de multiplicacdo
intracelular, nas células de mamiferos, apresentando forma esférica ou ovalada, destituida
de mobilidade flagelar. E a forma tripomastigota, metaciclica, encontra-se na corrente
sanguinea dos vertebrados e nas porcdes distais do intestino dos vetores, estdgio
infectante e ndo-replicativo, com morfologia fusiforme e grande mobilidade, com
cinetoplasto localizado na parte posterior ao nicleo (Coura et al, 2002; Campos, 2017).

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

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

Diferenciacdo para formas
licas

Formas tripomastigotat
o clu

5
my lulas

Figura 3. Ciclo de reprodugdo do parasito Trypanosoma cruzi. Fonte do Instituto de Comunicagio e
Informacao Cientifica e Tecnoldgica em Saide da Fundacido Oswaldo Cruz (ICICT/Fiocruz).

A ocorréncia da transmissdo cldssica da dC humana, ou seja, a vetorial
depende de trés fatores basicos. A presenga do 7. cruzi, o agente etiologico da doenca
como vetores infectados (barbeiros), hospedeiros humanos e animais suceptiveis vivendo

no ambiente domiciliar. Esse tipo de transmiss@o ocorre em, aproximadamente, 80% das
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infecgdes chagdsicas em regides endémicas sem controle vetorial e estd diretamente
relacionado, também, a fatores humanos e socioecondmicos, tais como a qualidade da
habitacdo, a acdo do ser humano sobre o ambiente e as migracdes. A penetragdo do
parasito pode levar ao surgimento dos chamados sinais de porta de entrada, detectados em
20% a 50% dos casos (Galvao, 2014; Dias, 2001).

Foram descritas 148 espécies de triatomineos mundialmente, contabilizadas
no Brasil 65 espécies, sendo reconhecidas como aquelas, que em algum momento,
tiveram participacdo na transmissao domiciliar do 7. cruzi: Triatoma infestans, Triatoma
brasiliensis, Triatoma pseudomaculata, Triatoma sordida e Panstrongylus megistus
(Silveira et al, 1984). Atualmente, com o controle desta forma de transmissao da dC no
Brasil, os desafios sao de sustentar os niveis de controle alcancados e desenvolver
modelos de vigilancia/controle de redug@o do risco de transmissdo do ciclo silvestre de
transmissao (Galvao, 2014).

Na Figura 4 pode-se observar um inseto da espécie Panstrongylus megistus
infectado, levado ao GEDoCh/Unicamp (dezembro/2016), por um municipe de Monte
Mor/SP, cuja residéncia localiza-se na regido urbana da cidade. Caracteristica marcante
desse inseto € o habitat em palmeiras, ocos de drvores, galinheiros e em outras estruturas
peridomiciliares (Carcavallo et al. 1998) e na Figura 5 visualiza-se a distribuicdo
geografica das principais espécies de vetores da dC na America Latina (Flores-Ferrer et

al, 2017).

B

Figura 4. Panstrongylus megistus infectado levado ao ambulatério do GEDoCh/Unicamp, por municipe de
Monte Mor/Sao Paulo, em dezembro/2016. Fonte do GEDoCh/Unicamp.
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Figura 5. Distribui¢do geografica das principais espécies de vetores da dC na America Latina (de Flores-
Ferrer et al, 2017).

1.4.2. Transmissao congénita
O risco de transmissdo vertical por 7. cruzi depende da quantidade de

parasitos circulantes e estado imunolégico materno, dos fatores placentdrios e do grau de
viruléncia da cepa. Embora a maioria dos recém-nascidos seja assintomdtica, em alguns
casos, pode ocorrer sintomatologia como febre prolongada, hepatoesplenomegalia,
insuficiéncia respiratdria, prematuridade, baixo peso ao nascer e natimorto (Carlier et al,
2015). O diagnostico em caso suspeito de dC por transmissdo vertical € como para
infeccao aguda de qualquer natureza, realizado por métodos parasitolégicos diretos, como
exame a fresco, microhematdcrito, creme leucocitdrio, Strout, em amostras de sangue
coletadas do corddo wumbilical 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
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas/Unicamp, em outubro de 2017. Fonte do
GEDoCh/Unicamp.

1.4.3. Transmissao transfusional da doenca de Chagas
A transmissdo de 7. cruzi por transfusdes de sangue teve aumento

significativo devido a urbanizacdo da dC, tanto em paises endémicos da América Latina,
incluindo Brasil, quanto em paises ndo endémicos, como por exemplo, Japao.
Atualmente, no Brasil, esta forma de transmissdo do parasito encontra-se controlada,
havendo avancado combate da transmissdo, nao s6 pela busca da seguranca transfusional,
mas também processo de hemovigilancia, através da integracdo de um sistema nacional
entre hemocentros, vigilancia epidemioldgica e vigilancia sanitaria (Moraes-Souza e
Ferreira-Silva, 2011).

Na transmissdo transfusional o paciente apresenta sintomas ou sinais clinicos
praticamente idénticos aos encontrados na fase aguda por transmissdo vetorial, exceto
pela auséncia de sinais de porta de entrada. Esse acometimento clinico deve ocorrer apds
0 120° dia de ter recebido sangue ou algum outro hemocomponente contaminado. Estima-
se que a probabilidade de haver risco de contaminacdo pela via transfusional seguindo o
calculo matematico: P = 1-(1 - f) x n x k x SR, onde f refere-se a frequéncia de doadores
infectados na populagdo, n ao nimero de unidades transfundidas no receptor, k ao fator a
férmula original de Cerisola referente a infectividade de um produto infectado, e SR
relacionado a taxa de sobrevivéncia dos receptores apds um a dois anos da transfusdo (II

Consenso Brasileiro em Doenga de Chagas, 2015).



27

1.4.4. Doenca de Chagas e imunossupressao
O manejo de casos com reagudizacdo da dC na vigéncia de imunossupressao

constitui-se em importante e emergente problema de satide publica em todos os paises
com pessoas portadoras da dC (Recomendacdes para diagndstico, tratamento e
acompanhamento da coinfec¢do Trypanosoma cruzi-virus da imunodeficiéncia humana,
2006). No caso de transplante de Orgdos’ devem ser considerados os padroes de
endemicidade das dreas de origem e residéncia, tanto de doadores quanto dos receptores,
no sentido de se delinear a melhor conduta, tanto para casos de triagem, quanto da
terapéutica de uma eventual infeccao por 7. cruzi (I Consenso Brasileiro em Doenca de
Chagas, 2015).

A prevaléncia de reagudizacdo da infeccdo por 7. cruzi em transplante varia
de 27% a 90%, com média de 35%, podendo ser confundida com a rejeicdo do orgao.
Considerando que, as complicacdes pOs-transplantes sdo semelhantes tanto nos receptores
chagésicos, quanto nos ndo chagdsicos. A reagudizacdo pode ser diagnosticada do 1° ao
24° meses pOs-transplante, com taxa de mortalidade extremamente baixa, podendo
corresponder a 0,7% dos casos. O tratamento etiolégico da dC pré transplante para os
candidatos ao transplante cardiaco, geralmente ndo é recomendado, porque € ineficaz
para impedir a reagudizacdo. Havendo tempo habil, o tratamento antiparasitario
convencional como conduta pré-transplante pode ser instituido. Caso contrario, ndo
deverd impedir a realizacio do transplante, havendo condutas a ser adotadas para impedir
a infeccdo do receptor, assim como para o acometimento do Orgdo transplantado.
(Bestetti, 2009; Altclas et al, 2005).

A dC em pacientes imunocomprometidos teve maior expressdo devido a
associacdo com a infeccdo HIV/AIDS. Nestes casos, a coinfeccdo pode levar a uma
evolugdo clinica mais grave ou até letal neste grupo especifico de pacientes, na vigéncia
de reagudizacdo da dC. A taxa de coinfeccdo encontrada foi de aproximadamente 10
casos/100.000 habitantes/ano para a confirmacdo 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 frequéncia da reagudizacdo na coinfec¢do Chagas/HIV ndo € totalmente
conhecida, porém em um estudo prospectivo, no qual foram avaliados casos no periodo

pré e pds-terapia antirretroviral, verificou-se ocorréncia de reagudizagao da dC em 20%
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dos casos. Clinicamente, as manifestacdes mais comuns de reagudizacdo da dC sdo febre,
paniculite (ndédulos subcutianeos), miocardite, meningoencefalite, e sintomas como
anorexia, mialgia, mal-estar ou diarreia. A positividade de outros métodos parasitoldgicos
como o xenodiagndstico, a hemocultura e a pesquisa de DNA do parasito pela PCR ndo
quantitativa, ndo deve ser considerada como evidéncia de reagudizacdo, uma vez que na
fase cronica da doenga em pacientes imunocompetentes, a parasitemia pode ser
demonstrada por esses métodos. Vale ressaltar que, diante da suspeita clinica de
reagudizacdo da dC, a negatividade da pesquisa direta do parasito ndo exclui a
possibilidade, devendo nesses casos, serem realizadas pesquisas repetidas no sangue e
outros liquidos corpdreos, principalmente o liquor (Almeida et al, 2010).

Pacientes com infeccdo concomitante com 7. cruzi e HIV, que apresentam

. ~ P 4+
imunodepressdo, podem receber tratamento com BNZ, quando a taxa de linfécitos TCD

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

coinfectados é monitorar a carga viral do HIV, como fator indicativo de imunossupressao
(Recomendacdes para diagndstico, tratamento e acompanhamento da coinfec¢io

Trypanosoma cruzi-virus da imunodeficiéncia humana, 2006; Almeida et al, 2011).

1.5. Aspectos clinicos da doenca de Chagas
1.5.1. Fase aguda

A fase aguda apresenta alta parasitemia, com parasitos espalhados pelo
hospedeiro, replicando no interior dos macréfagos e em uma variedade de outras células,
com preferéncia pelas musculares cardiacas. Esta fase € caracterizada
histopatologicamente por infiltrado inflamatério e necrose dos tecidos (Soares et al,
1999).

A fase aguda é tipicamente assintomdtica. Em 2% a 5% dos casos apresentam
sintomas varidveis, 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 insuficiéncia
cardiaca), meningoencefalite, manifestacdes hemorrdgicas, ictericia, sinal de Romaiia e

chagoma de inoculacao (II Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, 2015).

1.5.2. Fase cronica
Da fase aguda para a fase cronica observa-se uma diminui¢do dos parasitos,

tanto no sangue, quanto nos tecidos. A fase cronica da doenca se divide em formas
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clinicas como: indeterminada, cardiaca, digestiva ou mista, anos, ou até mesmo décadas,
ap6és o primeiro contato com o parasito e do inicio do processo infeccioso.
Aproximadamente, 30% dos pacientes desenvolvem sintomas, caracterizados por
arritmias cardiacas, dilatacdo segmentar do trato gastrointestinal, particularmente com

megaesofago ou megacdlon, isoladamente ou associadamente (Ayo et al, 2013).

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

cronica, iniciando a forma indeterminada, caracterizada por ser assintomética.
Aproximadamente, 70% de pessoas infectadas permanecem nesta forma clinica da
doenca. Os portadores da forma indeterminada apresentam sorologia reagente e / ou
exame parasitologico positivo para 7. cruzi, ndo apresentam sntomas clinicos especificos
da doenca, e resultados de eletrocardiograma convencional, radiografia de torax, es6fago
e célon normais. Ressalta-se que ndo hd a necessidade de utilizacdo de outros exames
complementares para o diagnostico desta forma da dC (Rassi et al, 2012; Benvenuti et al,

2017).

1.5.2.2. Forma clinica cardiaca
De 30% a 40% dos pacientes na fase cronica da dC desenvolvem alteracOes

cardiacas, podendo ser sintomadticas, incluindo insuficiéncia cardiaca, arritmias e
tromboembolismo, causando grande incapacidade do individuo em realizar atividades do
cotidiano, e, consequentemente, impactando nos fatores econdmicos e sociais de uma
nacdo. Diversos fatores contribuem para o desenvolvimento da cardiopatia chagasica,
como perturbacoes da rede capilar, devido ao infiltrado inflamatério, induzindo
miocitdlise focal, gerando danos microvasculares e remodelacdo miocédrdica. Estudo
sobre processos inflamatorios cardiacos em pacientes chagasicos cronicos mostrou que o
tecido cardiaco € o alvo mais importante para a infec¢do pelo 7. cruzi, pois o parasito
induz a producdo de quantidades de marcadores citoquimicos e enzimas inflamatdrias,
incluindo redugdo i6nica do 6xido nitrico e diminui¢do das metaloproteinase da matriz
extracelular, responsdvel pela producdo das proteinas do coldgeno, elastina, laminina,
fibronectina e proteoglicanos, consequentemente, remodelacdo da estrutura do coracdo
(Benziger et al, 2017; Benvenuti et al, 2017; Penas et al, 2012). As Figuras 7 e 8 ilustram

alguns aspectos da cardiopatia chagésica cronica.
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Figura 7. Radiografia do térax de paciente chagésico cronico, demonstrando cardiomegalia grave. Fonte do
GEDoCh/Unicamp.
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Figura 8. Eletrocardiograma de paciente chagasico crénico com bloqueio do ramo direito. Fonte do
GEDoCh/Unicamp.

1.5.2.3. Forma clinica digestiva
A forma digestiva da dC afeta, aproximadamente, 10% de individuos

infectados pelo parasito, e clinicamente € caracterizada por megaesdfago e megacdlon.
Em relacdo ao megaes6fogo encontra-se como principal sintoma a disfagia, podendo
ocorrer ptialismo, solucos, odinofagia, regurgitacdo, sensacdo de sufocacdo noturna,
pneumonia aspirativa e desnutricdo. A disfagia progride lentamente e é bem tolerada por
muitos anos. Por isso, pacientes frequentemente nao procuram atendimento médico em
servicos de satde até que a disfagia progressiva em decorréncia do megaesdfago interfira
no seu estilo de vida. Observa-se que os proprios pacientes modificam espontaneamente
seus hébitos alimentares para atenuar a disfagia (Ayo et al, 2013; II Consenso Brasileiro
em Doencga de Chagas, 2015). Para o megacélon a apresentacdo clinica é a constipagao

intestinal como sintoma principal, podendo ocorrer diarreia paradoxal (constipacao
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intercalada por periodos de diarreia), distensdo abdominal e fecaloma. A dilatagdo
colonica localizada no reto e sigmoéide sdo mais observadas por estudo de radiografia
contrastada, podendo ser detectada em até 80% dos casos, mas pode ocorrer também
apenas no reto, apenas no sigméide ou em todo o célon. A manometria anorretal (emeno
opaco) € util para o diagnéstico da acalasia do esfincter interno do anus (II Consenso
Brasileiro em Doenca de Chagas, 2015). Fatores importantes na patogénese da forma
digestiva incluem anormalidades do sistema nervoso entérico autdnomo e infiltrado
inflamatério que atua como efetor na destruicio do plexo mientérico. A principal
caracteristica da forma digestiva da doengca é a desnervacdo, com uma reducdo de
aproximadamente 85% no nimero de neurdnios da regido do es6fago e uma reducdo de
cerca de 50% dessas cé€lulas do coldn. A resposta imune pode estar envolvida no processo
de denervacdo. Embora a resposta imune seja essencial no controle do crescimento
parasitirio, o dano ao coragdo e ao trato digestivo pode ser devido ao desequilibrio
imune. E importante enfatizar que o envolvimento do sistema imunoldgico, através do
papel das citocinas e do grau da resposta no decurso da doencga, desencadeard as
diferentes manifestacdes clinicas no paciente (Rezende JM, 1989). As Figuras 9 e 10

ilustram a forma digestiva da dC.

3 i A

Figura 9. Esofagograma de paciente chagdsico cronico com megaesofago de grau II de dilatacdo. Fonte do
GEDoCh/Unicamp.
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Figural0. Enemo opaco de paciente
GEDoCh/Unicamp.

1.5.2.4. Forma clinica mista
Em alguns casos pode ocorrer associagdo de comprometimento do esdfago e

infantil chagésico crénico com megacélon.
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Fonte do

do cdlon, juntamente com problemas cardiacos, em um mesmo paciente, desta forma

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

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

al, 1960).
Exposigio bumsns a0 Tomz
{(vetorisl vis tramsfocionsl consénito,
oral viz transplants 2 acidantal)
.
Cura Infacgio amds <552 10% com emos sintomities, | Morte por miocardite
(50-B0% dos casos) {assintomstics ou sintomatics) | ou meningoencefalit
Cura M e Fase cronica com A =l | Fase cronica com Madeamete Cura {baixa porcao
(20-60% dos casos) Rkl forma indeterminada forma determinada fmtmamiis 0os casos
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Figura 11. Historia natural da doenca de Chagas com apresentagao clinica. Fonte adaptada de Rassi, 2015.

1.6. Diagnésticos Laboratoriais da doenca de Chagas
1.6.1. Métodos Parasitologicos
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Devido a elevada parasitemia na fase aguda da dC, com presenca de
tripomastigotas circulantes na corrente sanguinea, o exame parasitolégico direto é o
padrio-ouro para o diagndstico, independentemente da forma de transmissdo. O parasito
pode facilmente ser encontrado por métodos diretos como a pesquisa no sangue a fresco,
em creme leucocitdrio, ou em concentragdo pelo microhematdcrito, Strout e/ou QBC
(Quantitative Buffy Coat). Trata-se de testes diagndsticos de elevada sensibilidade na fase

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

O parasito pode ser detectado, também, por exames parasitoldgicos indiretos,
como o xenodiagndtico e a hemocultura, tendo todos estes exames 100% de

especificidade (Portela-Lindoso et al, 2003).

1.6.1.1. Esfregaco de sangue

O esfregaco de sangue consiste em coletar o sangue capilar, feita em fluxo
espontaneo e na auséncia de dlcool. Pode ser realizado de duas maneiras: camada delgada
e gota espessa. O esfregaco de camada delgada apresenta vantagem, pois a distor¢ao do
parasito serd minima, mas hi a desvantagem em ter que examinar muitos campos
microscopicos, até encontrd-lo, principalmente quando a parasitemia é baixa. J4 em
relacdo a gota espessa, apesar da distorcdo das formas parasitirias ser maior, a
probabilidade de deteccdo aumenta, porque a quantidade de sangue a ser examinada € trés

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

1.6.1.2. Microhematocrito
Método de concentragdo do creme leucocitdrio, descrito inicialmente na

década de 1980 por Feilij et al, 1983. Apresenta melhor sensibilidade que outros métodos
parasitologicos, pois detecta menos de 1.000 parasitas/mL de sangue analisado. Outra
vantagem mencionada foi em relagdo ao tempo de operacao, reduzido em pelo menos um
terco, quando comparado ao método de gota espessa. O método de microhematdcrito €
facil de ser realizado, de baixo custo e resultado rdpido, 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 concentra¢do do sangue, foi descrito em 1962
por Strout, 1962, servindo para o diagndstico imediato da dC durante a fase aguda. Esta
pratica consiste em centrifugar o sangue, em velocidades diferentes, até a obtencdo do
creme leucocitdrio. Acima deste encontram-se os parasitos flagelados, os quais serdo
visualizados ao microscopio em laminas coradas.

Um estudo brasileiro (Emanuel et al, 1970) constatou que o método Strout foi
mais eficaz na identificacdo do parasito em relacdo aos outros métodos que também
utilizam o creme leucocitdrio, 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 Satde/Brasil,
este método possui maior sensibilidade, sendo indicado quando o paciente apresenta
sintomas da dC, hd pelo menos 30 dias, principalmente, quando a pesquisa da gota

espessa resultar negativa e a hipotese persistir (Ministério da Satde, 2013).

1.6.1.4. Quantitative Buffy Coat — QBC

O método de Quantitative Buffy Coat €é procedimento que promove
concentracdo baseada no gradiente de densidade de diferentes componentes do sangue,
representado pelo creme leucocitdrio, as plaquetas, células mononucleares e os
granuldcitos, que passam a ocupar a posicdo mais proxima da parede do capilar,
facilitando a observagdo do sangue a ser analisado, em decorréncia da afinidade entre o

corante utilizado com os materiais genéticos do creme leucocitidrio e dos possiveis

parasitos (Neto VA, Matsubara L, Lanura PNB, 1996)° Em um estudo experimental,
inicialmente utilizado para detec¢do de maldria, foi aplicado na tentativa do diagndstico

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. Xenodiagndstico

E um método parasitolégico indireto que consiste em verificar se ninfas de
triatomineos criados em laboratdrios, portanto ndo infectadas, se tornam infectadas, apds
sugarem o sangue de um suposto individuo com dC (Dias, 1936). A primeira condi¢ao
para o emprego do xenodiagndstico € a garantia da qualidade dos insetos, que devem ser
completamente isentos de parasitos. Recomenda-se utilizar barbeiros com idade média de

vida, no estagio de ninfas, j4 que necessitam de grande quantidade de sangue para o
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crescimento corpdreo e pelo longo tempo de vida. Apds a alimentacdo com o sangue do
possivel paciente chagdsico, utiliza-se a técnica de puncdo retal da por¢do posterior do
intestino do barbeiro para coleta de material, o qual é disposto sobre uma lamina, a qual
serd visualizada em microscopio, para a confirmag¢do da presenca ou nao do parasito
(Dias, 1936).

Na fase aguda da infeccdo chagdsica a positividade pode variar entre 34% a
96% e na fase cronica entre 9% a 87,5%. Um fator importante, para aumentar a
positividade do xenodiagndstico € sua repeticdo. Durante a realizacdo desse método
parasitolégico pode ocorrer reacdes alérgicas no local de fixagdo das caixas com os
insetos, diminuindo a aceitabilidade deste (Portela-Lindoso et al, 2003).

O xenodiagndstico pode ser utilizado para isolar e caracterizar as cepas € suas
DTUs. Um estudo comparou a sensibilidade do xenodiagndstico com outro método de
deteccdo do T. cruzi na corrente sanguinea de pacientes chagdsicos cronicos. Nessa
comparacdo, o xenodiagndstico foi combinado com a gPCR, apresentando maior
sensibilidade de detec¢do do parasito, resultando no aumento da sensibilidade do

diagnéstico 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 ndo pode ser
considerada como padrdao—ouro para o diagndstico em pacientes chagasicos cronicos, por
ter sensibilidade limitada, decorrente da parasitemia baixa e transitdria, na fase cronica.
Nesta fase da doenca, 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 auséncia de fatores inibidores a adaptacdo do parasito em crescer em LIT, do

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

1.6.2. Métodos Sorologicos

Na fase cronica da dC o diagndstico parasitolégico apresenta baixa

sensibilidade, devido a baixa parasitemia, necessitando assim, de outro método para o
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diagnéstico da doenca. E neste contexto que os métodos sorolégicos sdo utilizados (Rassi
et al, 2012).

Os testes mais conhecidos sdo fixagdo do complemento (Machado-Guerreiro),
hemaglutinacio indireta (HAI), imunofluorescéncia indireta (IFI), quimioluminescéncia e
ELISA (“Enzyme-liked Immunosorbent Assay”). Por serem métodos que utilizam
técnicas imunoldgicas, podem ocorrer reacdes cruzadas com Leishmania spp. e
Trypanossoma rangeli, ja que a maioria das 4reas endémicas para a dC, também sdo areas
para a presenca da leishmaniose e rangeliose, dificultando ainda mais o diagndstico (de
Matos et al, 2015).

Devido a essa reacdo cruzada, a OMS recomenda o uso de trés métodos
sorolégicos baseados em diferentes principios, dos quais pelo menos dois devem ser
positivos para a confirmagdo da dC. Um desses métodos sorolégicos deve apresentar
como caracteristica alta sensibilidade (qualitativo), e o outro a propriedade de ser
especifico, para confirmacao ou exclusdo da doenga (Alviarez et al, 2014).

Os valores preditivos dos resultados positivos e negativos nao dependem
apenas da sensibilidade e da especificidade dos métodos empregados, mas também, da

prevaléncia da doencga que estd sendo diagnosticadas (Ferreira e Moraes, 2013).

1.6.2.1. Fixacao do complemento — Machado-Guerreiro
Tratava-se de uma reagdo de fixacdo de complemento de pesquisa de anticorpos,

disponivel durante mais de 50 anos e usado na rotina para o diagndstico da dC. A primeira
descri¢do foi datada em 1913, pelos pesquisadores Guerreiro e Machado. Durante esses anos,
o método sofreu varias padronizagdes e por causa da complexidade técnica, utilizando varios
reagentes e tempo de processamento da reagdo, acarretou no abandono desta técnica a partir
da década de 1990. Nessa época, um parecer técnico do Ministério da Satide recomendou a
sua substitui¢do por outros testes mais eficientes e simples. Este método € bastante sensivel,

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

1.6.2.2. Hemaglutinacao indireta (HAI)

Sdo usadas hemdcias que se fixam em formaldeido ou glutaraldeido, as quais
expdem cargas residuais e adsorvem as proteinas e glicoproteinas com elevada
estabilidade, aumentando a quantidade de proteina adsorvida e tornando maior a

sensibilidade do sistema. Juntamente, empregam-se antigenos em uma placa de fundo em
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“u”, utilizando dilui¢des seriadas, até que ndo haja mais reacio de aglutinacio. Esse teste
pode ser semiquantitativo, servindo para titular a presenca de anticorpos (Cerisola et al,

1962).

1.6.2.3. Quimioluminescéncia
A quimioluminescéncia caracteriza-se pela emissdo de luz apds reacdo

quimica de oxidagdo, utilizando enzimas, como fosfatase alcalina e 12-peroxidase. A
energia quimica gerada como resultado da dissociacdo de ligagdes fracas produz
compostos intermedidrios em um estado eletronicamente excitado que, quando retornam
ao estado de energia inicial, emitem luz (Diamandis et al, 1990).

Na reacdo de quimioluminescéncia, mostrou-se melhor desempenho de
mucina de formas tripomastigotas em relacdo as formas epimastigotas, com 100% de
indices de sensibilidade e especificidade em amostras de soros de pacientes com doenga
de Chagas com hemocultura e/ou xenodiagndstico positivo com 12,2% de positividade
em amostras de soros com provas soroldgicas convencionais inconclusivas. Os resultados
observados com a prova de quimioluminescéncia em pacientes cronicos e controles
mostraram, também, indices de sensibilidade e especificidade de 94,7% e 97,7%,

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

1.6.2.4. Imunofluorescéncia indireta (IFI)
O emprego do método de imunofluorescéncia indireta foi descrito

inicialmente por Camargo, em 1966 (Camargo, 1966). Com este método, os anticorpos
especificos anti-T. cruzi, presentes nos soros dos pacientes chagdsicos ligam-se aos
antigenos e apds, com adi¢do de substincia cromédgena (isotiocianato de fluoresceina), os
anticorpos se ligam as antigamaglobulinas especificas, tornando positiva a reagdo

soroldgica (Ferrreira e Avila, 2001).

1.6.2.5. ELISA — Enzyme-liked Immunosorbent Assay

O método ELISA consiste em detectar anticorpos contra T.cruzi pela
utilizacdo de um segundo anticorpo conjugado a enzimas, na presenca de um substrato
especifico, gerando produtos de vdrias cores. Quando positivo, o resultado € definido pela
absorbancia em espectrofotometro e, por um determinado ponto de corte, as amostras sao

consideradas reagentes, ndo 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 avanco considerdvel nas técnicas de diagndstico
das doencas parasitdrias e infecciosas em geral, com a introdug@o da biologia molecular.
Em 1989, foi amplificado uma sequéncia do KDNA do T.cruzi, detectando e classificando
um pequeno nimero de células de modo qualitativo (Sturm et al, 1989). Em 1995, foi
extraido e amplificado o kDNA do 7. cruzi de sangue total de pacientes chagdsicos
(Britto et al, 1995). Em 2005, outro marco na evolu¢do do método molecular, com o
desenvolvimento da PCR em tempo real, a qual permitiu a quantificac@o precisa da carga
parasitdria em dois grupos de camundongos, um com infec¢do aguda e outro com a
infeccao cronica da dC (Cummings e Tarleton, 2003). Em 2007, conseguiu-se quantificar
o valor minimo de 0,8 parasitos/mL de 38 amostras de sangue de pacientes chagésicos
cronicos adultos e de uma amostra de sangue de crianga diagnosticada com a infeccao
chagésica aguda, por transmissao congénita (Piron et al, 2007). Em 2013, publicou-se que
o teste molecular € mais rapido, sensivel e altamente especifico na deteccdo 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 € empregada no diagndstico da fase cronica da dC, j4 que a carga parasitaria

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 Corporagdo de Emeryville, na Califérnia. A técnica consiste na
sintese enzimatica de copias de 4cidos nucléicos “in vitro” por meio da utilizagdo de
equipamento de termocicladores, os quais permitem a variacdo da temperatura por
determinado tempo, simulando o processo fisioldgico natural que ocorre dentro das
células do organismo. Essa metodologia vem sendo largamente aplicada em diversas
areas, como na identificacdo de polimorfismo, na genotipagem, na deteccdo de
microrganismos e em doencas genéticas (Neto VA et al, 2014).

A PCR convencional é uma técnica com resultados qualitativos, onde se pode
visualizar os produtos da amplificacdo dos fragmentos dos 4cidos nucléicos (banda),
extraidos de amostras bioldgicas, de acordo com os oligonucleotideos selecionados
referentes a cada patdgeno a ser pesquisado (Figura 12). A PCR convencional necessita

de etapas subsequentes para a visualiza¢do do alvo amplificado, como a corrida
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eletroforética em gel de agarose. Esta reacdo consiste na separacdo de moléculas
ionizadas, em fun¢do de potencial elétrico em meio liquido, 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 espacada (Sambrook e Russel, 2001).
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Figura 12. Extracdo, mix e etapas das PCR convencional. (http://www.nano-macro.com/2015/09/a-magica-
do-diagnostico-post-3.html).

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

1.6.3.2. Quantative Polimerase Chain Reaction — gPCR
A técnica da qPCR foi desenvolvida para a quantificacio do material

genético. Este método utiliza um sistema fluorescente capaz de captar a luz emitida pelos
fluor6foros, oriunda da reacdo de amplificagdo, com elevada sensibilidade e
especificidade no diagnodstico viral. A precisdo deste método € determinada pelo ciclo de
amplificacdo (“cycle threshold — Ct”), que ¢ calculado durante a fase exponencial da

reacdo. O material genético presente na amostra biolégica pode ser quantificado pela
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interpolagao de sua concentragdo em uma curva padrdo absoluta, em que suas amostras
possuem concentracdes pré-estabelecidas. A qPCR representou um grande avanco nos
métodos moleculares de auxilio diagndstico por facilitar, significativamente, a
quantificacdo da expressdo génica, por possuir a capacidade de medir quantidades
diminutas de 4cidos nucleicos em uma grande variedade de amostras, apresentar melhor
precisdo, maior intervalo linear, menor tempo de processamento e risco reduzido de
contaminagdo em comparacdo a PCR convencional (Bustin et al, 2009).

Com o enriquecimento das multiplas técnicas do ramo da biologia molecular,
mais especificamente em relacdo a técnica de qPCR, pesquisadores estudam como
preencher algumas lacunas utilizando esta técnica de forma adicional ou até mesma
substitutiva, na tentativa de auxiliar no diagnéstico e no critério de cura pds-tratamento
especifico para a dC. Para que a técnica molecular possa ser empregada na prética clinica,
varios estudos de validacdo analitica necessitam ser desenvolvidos em diferentes centros
de referéncia para a dC (Schijman et al, 2011). Com a publicacdo de Piron et al, 2007
pode-se iniciar a tentativa da padronizacdo da técnica de qPCR, pois quantificou-se a
carga dos genomas de T.cruzi em amostras de sangue em humanos. Até o momento, a
gPCR tem sido utilizada em pacientes independentemente da idade cronoldgica e da fase
clinica, em casos de reagudizacdo e em pds-tratamento especifico (Ramirez et al, 2015).

Britto, et al, 2009 utilizaram o método de qPCR para avaliacdo da cura da dC,
pOs-tratamento especifico, como critério confidvel, j& que esta técnica estimaria com
precisdo a carga parasitdria. Nesse estudo os pesquisadores encontraram a frequéncia de
67% dos individuos tratados, os quais apresentaram qPCR negativa em um periodo de
seguimento de alguns anos, sugerindo ser a técnica mais sensivel para a detecc¢do direta
do T. cruzi. Moreira et al, 2012 afirmaram que os resultados da qPCR sdo mais eficientes,
sensiveis e reprodutiveis para detectar baixa carga parasitdria, podendo evidenciar niveis
equivalentes de DNA do T. cruzi inferiores a um parasito/mL de sangue em pacientes
com dC cronica tratados com BNZ, além de constatarem que 20% dos casos tratados
resultaram em nao deteccdo de material genético do parasito. Molina et al, 2014
compararam a seguranca e eficicia do posaconazol e do BNZ em pacientes chagdsicos
cronicos com a utilizacdo 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 gPCR
foi positiva, concluindo em falha terapéutica, diferentemente dos resultados obtidos com

o BNZ. Para Niborski et al, 2016, a frequéncia de DNA de T.cruzi encontrada foi de
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75,5% (34/45) para os resultados positivos de gPCR em pacientes chagésicos cronicos

tratados com BNZ, apds seguimento de 36 meses.

1.7. Medicamentos tripanomicidas
1.7.1. Nifurtimox

Nifurtimox (NFT) foi o primeiro tripanomicida a ser considerado como
indicacdo ao tratamento especifico para a dC. Em 1952, Packchanian demonstrou
experimentalmente “in vitro” e “in vivo”, que o NFT era promissor para tratamento da
doenca (Packchanian, 1952). Em 1961, utilizaram-se ratos infectados na fase crénica da
doencga e tratados com NFT na tentativa de curd-los (Brener, 1961).

Como em todo medicamento, € possivel a ocorréncia de algum EA, e no caso
de NFT, os EA foram mais frequentes (em nimeros 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, sonoléncia,
excitabilidade psiquica, sintomas gastrointestinais, como nduseas/vOmitos e cOlicas
intestinais. Além do mais, a eficdcia do tratamento em pacientes chagdsicos cronicos
adultos € baixa. Atualmente, encontra-se fora do mercado brasileiro, sendo

disponibilizado excepcionalmente pela OMS (Apt e Zulantay, 2011; II Consenso
Brasileiro em Doenca de Chagas, 2015).

1.7.2. Benznidazol

O benznidazol (BNZ) é um derivado nitroimidazolico (N-benzil-2-

nitroimidazole acetamide) utilizado para o tratamento da dC que apresenta melhor
eficicia no tratamento contra o 7T.cruzi. Atua na interrup¢do da sintese proteica,
comprometendo a multiplicacdo celular (reproducdo), e a formacdo de novos parasitos.
Atualmente, € o Gnico fairmaco com indicacdo formal para o tratamento especifico da dC
no Brasil (Maguire, 2015; Molina et al, 2014; II Consenso Brasileiro em Doencga de
Chagas, 2015).

Esse farmaco € metabolizado no figado, podendo causar toxicidade hepatica,
além de outros EA como reagdo cutinea, desconforto epigéstrico, anorexia, neutropenia,
elevacdoes da creatinina similares ao NFX, descritos em varias ocasides, desde sua
comercializa¢io na década de 1970, os quais podem levar de 10% a 30% dos pacientes a

abandonarem o tratamento. Os ajustes na dosagem, a mudancga do limiar da terapia,
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provavelmente podem alterar o risco de toxicidade, permitindo o tratamento com menor
ocorréncia de EA. (Pérez-Molina et al, 2009; Viotti et al, 2009; Noguerado-Mellado et al,
2016).

A dose do BNZ preconizada é de Smg/kg/dia para adultos e de 10mg/kg/dia
para criangas, com tomadas a cada 8h, respeitando pequeno intervalo apés refeicoes, com
orientacdo de evitar jejum, mas também, comidas gordurosas, ndo sendo possivel
ultrapassar 300mg/dia e sim estender-se o tratamento em dias, dependendo da dose total.
(IT Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, 2015). O BNZ apresenta efetivo potencial
na reducdo da carga parasitdria, mas o tratamento em pacientes com cardiopatia chagédsica
cronica (CCC) nao modifica a evolucdo natural da cardiopatia como relatado no estudo

BENEFIT, 2015.

1.7.3. Monitoramento, eficiéncia e cura terapéutica.
A avaliacdo da cura parasitolégica apds o tratamento com medicamentos

tripanomicidas depende da obtencdo de resultados negativos em testes soroldgicos
convencionais, o que pode levar décadas para ocorrer (Balouz et al,2017).

O farmaco de linha de frente atual (BNZ) apresenta uma frequéncia de cura
de 80% a 100%, quando utilizado na fase aguda da dC (Cangado, 1999). Devido a
natureza complexa do ciclo do T.cruzi e do longo curso clinico da dC, ha dificuldade de
estabelecer critério rdpido e eficiente para a cura medicamentosa da dC, necessitando-se
mais estudos sobre o monitoramento desta situacao. No entanto, continua a dificuldade na
demonstragdo da evidente cura parasitologica, tanto em modelos animais, como em
humanos, mesmo utilizando a PCR, ja que ndo se consegue realizar com precisdo a
reprodutibilidade dos testes (Francisco et al, 2016).

Estudos sobre a evolucdo clinica da dC apds tratamento especifico sao
controversos e os resultados ndo sdo convincentes, por causa das diferencas das
casuisticas, dos métodos de avaliagdo, do tempo de acompanhamento e da interpretacio
de dados. As principais limitagdes na avaliacdo do tratamento da doencga na fase cronica
sdo decorrentes da necessidade do acompanhamento por um longo periodo, geralmente
varias décadas e pela falta de testes de diagndsticos confidveis para demonstrar a
eliminac¢do do parasito. A auséncia de método que seja padrdao-ouro para avaliar a eficicia
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 chagdsicos, melhorando assim o diagndstico e a avaliacdo de cura
apds a quimioterapia (Cancado 1985; Cangado, 1999; Brito et al, 2009).

A gPCR serve para investigar a evolug@o da concentracdo da carga parasitdria
de pacientes chagdasicos cronicos que foram tratados com BNZ. A literatura sugere que a
gPCR € a técnica mais sensivel, estando disponivel para a deteccdo indireta de 7. cruzi
em pacientes chagdsicos e que pode ser um instrumento muito ttil para o seguimento dos
pacientes apds o tratamento (Britto et al, 2005).

Estudo europeu comparou os métodos sorolégicos com PCR convencional e
gPCR por trés anos consecutivos, apds o tratamento com BNZ, usando a detec¢dao do
DNA do T. cruzi circulante nas amostras. Todos os métodos soroldgicos permaneceram
positivos, e em apenas um caso a JPCR também fo1 positiva, concluindo que 97,3% dos
pacientes poderiam ser classificados como falha terapéutica 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 chagdsicos cronicos e tratados com BNZ, visto que este

método pode ser um indicador rdpido da susceptibilidade do parasito a ag¢do do

medicamento.
2. OBJETTVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar a parasitemia pelo Trypanosoma cruzi por gPCR em portadores da fase cronica

da doenca de Chagas tratados com benznidazol.

2.2. Objetivos especificos
2.2.1. Avaliar a eficiéncia do tratamento especifico com benznidazol em pacientes
chagésicos cronicos pela qPCR.

2.2.2. Quantificar e comprar a carga parasitdria de pacientes chagdsicos cronicos pela

técnica de qPCR, antes e pos-tratamento especifico com BNZ;
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2.2.3. Analisar a epidemiologia dos pacientes chagdsicos cronicos, como género, idade,

forma clinica, localidade da possivel contaminagao pelo parasito;

2.2.4. Verificar a frequéncia dos eventos adversos ao uso do benznidazol em pacientes

chagdsicos cronicos;

2.2.5. Avaliar e comprar a sorologia para a doenca de Chagas antes e pds-tratamento
especifico com benznidazol;

2.2.6. Correlacionar os resultados da qPCR com os da sorologia convencional de

pacientes chagdsicos cronicos antes e pos-tratamento especifico com BNZ;

. METODO

3.1. Desenho do estudo

Foi realizado um estudo descritivo, prospectivo em pacientes chagdsicos
cronicos acompanhados no ambulatério do Grupo de Estudos em Doenca de
Chagas/Universidade Estadual de Campinas, (GEDoCh/Unicamp), centro de referéncia

na atencao aos individuos portadores da dC.

3.2. Aspectos éticos
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica 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 participagao de livre
vontade, apds terem sidos esclarecidos sobre os critérios de inclusdo e exclusdo sobre o
tratamento com BNZ. Todos os procedimentos seguiram as diretrizes e padrdes
normativos para pesquisas envolvendo seres humanos, conforme estabelecido na
Resolucao 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, e foram conduzidos de acordo com
os principios expressos na Declaracdo 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 inclusao
(1) apresentar dois exames soroldgicos confirmatdrios do diagndstico da dC, segundo

normas estabelecidas pela Organizacao Mundial da Saudde;

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

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

(4) apresentar condi¢des para uma boa adesao ao tratamento;

(5) compreender e aceitar o tratamento apds esclarecimento sobre a eficicia do BNZ e

seus eventos adversos.

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

(2) apresentar forma clinica mais grave da dC, ou situagdes que impossibilitassem a
adesdo ao tratamento;

(3) gravidez.

3.5. Medicamento
Utilizou benznidazol para o tratamento do 7T.cruzi, na dosagem de

Smg/Kg/dia, ndo ultrapassando a dose diaria de 300mg, por 60 dias (II Consenso
Brasileiro de doenca de Chagas, 2015). Relatou-se, também, a frequencia dos eventos

adversos ao uso do BNZ nos pacientes chagasicos cronicos.

3.6. Casuistica
No presente estudo 32 individuos foram incluidos essa pesquisa apOs

aceitacdo em iniciar o tratamento com BNZ. Os pacientes com indicacdo para o
tratamento especifico com o BNZ (II Consenso Brasileiro de doenca de Chagas, 2015),
eram contactados pela pesquisadora antes ou apds a consulta médica, convidados a
participar da pesquisa. Apds a assinatura do TCLE era fornecido o medicamento, exames

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

3.7. Dados epidemiolégicos
As informacgdes epidemioldgicas foram coletadas dos prontudrios médicos,

como género; idade; localidade do possivel contaminacdo com o parasito; forma clinica

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 sorolégicos 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 periodo de 12 meses a 18 meses
para acompanhamento dos pacientes, sendo que os retornos ocorreram logo apds o
tratamento, e a cada seis (6) meses, até completar o periodo de seguimento.

A primeira coleta de sangue deu-se no dia anterior ao inicio do tratamento
com BNZ e a segunda apds o término do tratamento. A terceira coleta foi realizada apds
seis meses, a quarta apés um ano € a quinta apds um ano e meio do término do
tratamento.

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

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

v
Hemograma completo;

Y Aspartato aminotransferase (AST);
Alanina aminotransferase (ALT);
Gama-glutamil transferase (yGT);
Bilirrubina;

Fosfatase alcalina;

Albumina;

Acido arico;

Creatinina;

Triglicerideos;

Colesterol total e fracdes LDL e HDL;
Glicemia de jejum;

Sorologia para Chagas por quimioluminescéncia e iimunofluorescéncia indireta;

3.9. Construcao da curva padrao de amplificacdo genomica
Para a constru¢dao da curva padrao de amplificacdo da qPCR foi utilizada

cultura de T. cruzi originadas de coletas de sangue de pacientes nao tratados com BNZ
mantida em meio LIT, com repiques quinzenais para estabelecimento ideal da

concentracdo inicial de parasitos.



47

A contagem dos parasitos foi realizada em camara de Neubauer e a

6 . P ~ .
concentracdo encontrada de 7,2 x 10 parasitos/mL. Apds a extracdo deste material
. . o . ~ 5
genético foram realizadas diluicdes seriadas (10X) nas concentracdes de 7,2 x 10

. -3 . S
parasitos/mL até 7,2 x 10 = parasitos/mL, sendo cada diluicdo usada para a formacgdo de

cada ponto da curva padrao de amplificacdo gendmica.

3.10. Extracao de material genético do Trypanosoma cruzi
O material genético do 7. cruzi foi extraido das amostras de sangue periférico

e da cultura pelo kit High Pure PCR Template Preparation (Roche), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A qualidade do material extraido foi mensurada pelo
equipamento Thermo Scientific™ NanoDrop™ spectrophotometers, apresentando em

média de 10gg/uL e razdo 260/280 em torno de 1,5, variando dentro da normalidade.

3.11. Padronizacao da concentracao de reagentes
A reagdo de qPCR foi realizada com base na padronizacdo de Piron, 2007,

utilizando oligonucleotideos e sonda para amplificacdo da regido do DNA nuclear de T.
cruzi. Para verificar se o estudo acima se adéqua a esta pesquisa clinica, realizou-se testes
de otimizacdo para as concentracdes de 70 nM, 150 nM, 300 nM e 500 nM referente a
cada oligonucleotideo e, nas concentragdes de 50 nM, 100 nM e 200 nM para a sonda
(Tabela 1). Nos dois casos, tanto para os oligonucleotideos, quanto para a sonda
constatou-se que as maiores concentracdes gerariam reprodutiblidade aceitavel.

As reagdes de amplificacdo foram realizadas no equipamento de
termociclador Rotor Gene 6000 (Qiagen), em um tubo de microcentrifuga contendo 2,0
uL de DNA extraido das amostras de sangue coletadas de cada paciente, 1X TagMan
Universal PCR Master Mix com UNG (Applied Biosystems), 0,1X TagMan Human
RNaseP detection reagent, 500 nM de cada oligonucleotideo (Cruzi 1 e Cruzi 2) e 200

nM da sonda (Cruzi 3), para o volume final de 50 pL, nas seguintes condi¢des (Tabela 2).

Tabela 1. Oligonucleotideos e sonda utilizados na reacdo de qPCR.

Sequéncia (5°-3”)

Cruzi 1 (foward) ASTCGGCTGATCGTTTTCGA
Cruzi 2 (reverse) AATTCCTCCAAGCAGCGGATA
Cruzi 3 (sonda) CACACACTGGACACCAA

S= C/G;
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Tabela 2. Condi¢des da reacdo de qPCR.

Ciclo Temperatura (°C) Duracao (segundos)
1° 50 120
2° 95 600
50 vezes -[ 3 95 15
4° 58 60

Os dois tdltimos passos foram repetidos 50 vezes durante a ciclagem. Em
todas as corridas de amplificacdo foram incluidos controles negativos (NTC) e, como
controle positivo, utilizado um ponto intermedidrio da curva padrio escolhido
aleatoriamente. Para controle interno de reacdo foi utilizado o gene humano da RNaseP
(TagMan 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 diluicdo, a partir da concentracdo méxima de 7,2 x 105 parasitos/mL de cultura.
Cada ponto da curva padrdo apresenta Cts, concentracdo de parasitos/mL e equivalente
gendmico/mL. O termociclador Rotor Gene 6000 (Qiagen) gerou as informagdes, como
eficiéncia da reacdao =1,04852 e R2 =0,99888. No Griéfico 1, pode-se visualizar a curva

padrao de amplificacdo gendOmica, visualizada pelo canal verde de amplificagdo. No

Graéfico 2, as concentracao de cada ponto em relacdo aos Cts da curva padrao.
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Tabela 3. Informacdes geradas pela curva padrdo de amplificagdo gendnimca obtidas pelo termociclador

Rotor Gene 6000 (Qiagen), com eficiéncia=1,04852 e R2 =0,99888.

Ponto | Cor Padrio Ct*1 |Nuamero de copias/mL cgsil::/lr(:ﬂ(f: ’ % de variacio
1 . Padréo 2 13,44 720.000,000000 620.734,499967 13,8%
2 . Padrio 2 13,40 720.000,000000 638.927,636110 11,3%
3 Padrio 2 13,07 720.000,000000 807.369,928573 12,1%
4 . Padréo 3 16,30 72.000,000000 79.635,981439 10,6%
5 . Padréo 3 16,48 72.000,000000 70.367,405367 2,3%
6 Padréo 3 16,48 72.000,000000 70.164,423105 2,5%
7 . Padrao 4 19,57 7.200,000000 7.642,361971 6,1%
8 . Padrao 4 19,75 7.200,000000 6.707,527375 6,8%
9 . Padréo 4 19,44 7.200,000000 8.410,809682 16,8%
10 . Padrio 5 | 22,95 720,000000 676,421899 6,1%
11 Padrao 5 | 22,64 720,000000 846,150332 17,5%
12 Padrdo 5 22,86 720,000000 722,543302 0,4%
13 Padrao 6 25,96 72,000000 78,548544 9,1%
14 Padrao 6 26,06 72,000000 72,794890 1,1%
15 . Padrio 6 | 26,33 72,000000 60,289213 16,3%
16 Padrao 7 | 29,00 7,200000 8,844564 22,8%
17 Padrao 7 | 29,22 7,200000 7,574385 52%
18 . Padrao 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 préprio autor.



50

5 Thresh-_:.ldg

Morm . Fluoro,
L
o
L
T

1078,

107

T

43

Cycle
Griéfico 1. Curva padrdo de amplificacdo absoluta pela qPCR. Dilui¢des seriadas do parasito 7. cruzi de
amostras de cultura, contendo 10” a 10~ parasitos equivalentes/mL. O grafico mostra a amplificacdo das
seis concentragdes de DNA de T. cruzi. Fonte do préprio autor.
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Grifico 2. Equacdo da reta da curva padrao de amplificacio absoluta pela qPCR, realizada em quintuplicata
para cada ponto diluido. Fonte do préprio autor.

3.12. Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada pelo Servigco de Estatistica, Camara de

Pesquisa, da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp. Foi realizada a anélise
exploratdria de dados, por medidas resumo (minimo, maximo, mediana, média, desvio
padrdao). O programa de informética utlizado foi o “The SAS System for Windows
(Statistical Analysis System), versdo 9.4. SAS Institute Inc, Cary, NC, USA”. Os tempos
foram comparados através do teste de Wilcoxon. O nivel de significancia adotado foi de

5%.
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4.1. Resultados epidemiologicos

51

O género masculino esteve presente em 19 casos (59,37%), sendo que a idade

minima foi de 39 anos e a maxima de 56 anos (48,21 + 12,02 anos) e mediana de 48 anos.

Para o género feminino, foram 13 casos com a idade minima de 42 anos e a mixima de

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

Em relagdo a fase da dC, todos os pacientes encontravam-se na fase cronica.

Em relacdo as formas clinicas, a mais frequente foi indeterminada observada em 16 casos

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

(6,25%) (Gratico 3).

A localidade da possivel transmissdo vetorial foi no estado de Minas Gerais

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

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

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

Masculino Feminino

Niimero de casos 19 13
% dos casos 59,37 % 40,62 %
Idade minima (anos) 39 39
Idade maxima (anos) 60 53
Média (anos) 48,21 45,30
Desvio padrao (anos) +5,76 +4,22
Mediana (anos) 48 45

Indeterminada Cardiaca

Forma clinica (nimero absoluto / %)

(10/52,63%)

(7153,84%)

Estado mais provavel de infeccao (nimero absoluto / %)

Minas Gerais

(11757,89%)

Minas Gerais

(9/769,23%)
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6,25%

mCardiaca
H Indeterminada

= Digestiva

Gréfico 3. Formas clinicas dos pacientes portadores da dC submetidos ao tratamento com BNZ.

9,37%
= Goias

15,62% H Pernambuco

= Bahia

m Minas Gerais

Grifico 4. Estados brasileiros onde ocorreu a possivel transmissao vetorial.

Em relacdo aos 32 pacientes que iniciaram o tratamento especifico para o T.
cruzi, destacou-se a ocorréncia dos EA ao uso do BNZ em 26 casos (81,25%). Os EA se
constituiram em alteracdo dérmica com 18 casos (56,25%), alteragdo gdstrica em quatro
casos (12,50%), alteracdao hematolégica, com a diminui¢do da taxa de neutréfilos, em trés
casos (9,37%), alteracdo hepatica (3,12%) com elevacdo de ALT e AST, e neuropatia
periférica foi suspeitada em um caso (3,12%), com relatos de perda de sensibilidade,
parestesia ou dor, em maos e pés, em torno do 50° dia de tratamento. A frequéncia de
todas os EA estdo apresentadas no Grifico 5. Em seis casos com reacdo dérmica
(18,75%), o tratamento necessitou ser suspenso. Nos demais, estes foram controlados

com corticosteroides e anti-histaminicos.

3,12%

12,50%

m Alteracio dérmica

M Alteracio gastrica

= Alteracio hepatica

H Alteracio hematologica

= Neuropatia periférica

Gréfico 5. Frequéncia dos eventos adversos ao BNZ
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Da casuistica inicial 13 casos (40,62%) foram excluidos devido aos seguintes
motivos: sete casos (21,87%) por EA ao BNZ, trés casos (9,37%) pela falta de titulacao
da sorologia antes do tratamento e trés casos (9,37%) pela perda de seguimento
ambulatorial. Para dezenove casos (59,37%), realizaram-se as rea¢des moleculares como
descrito na sec¢do “Métodos”. Em treze casos (68,42%) foram acompanhados por 12

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

32 pacientes

~

13 pacientes 19 pafientes

| '

13 pacientes
com
seguimento

| —
7 casos 3 casos 3 casos Grupo A Grupo B
por EA por falta de por falta de 12 meses pos- 18 meses pos-
titulacao seguimento tratamento tratamento

6 pacientes
com
seguimento

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

4.2. Resultados moleculares

4.2.1. Pré-Tratamento
Em 12 casos (63,15%) nao houve a deteccdo da carga parasitaria. Em cinco

casos (26,31%) houve a deteccdo da carga parasitdria, porém sem a quantificacdo. Em
dois casos (10,52%) houve a deteccio com a quantificacdo da carga parasitiria pela

técnica de qPCR (Tabela 6).

4.2.2. Pés-Tratamento
Em trés casos (15,78%) houve a detec¢do da carga parasitdria, porém sem a

quantificagdo. Em 16 casos (84,21%) nao houve deteccdo da carga parasitaria.
Em relacdo aos grupos estudados, no grupo A nao houve deteccdo da carga

parasitaria em todos os 13 casos (100%). No grupo B, em trés casos (50%) houve a
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detec¢do da carga parasitdria, porém sem a quantificacdo. Em trés casos (50%) nao houve
a deteccdo da carga parasitdria.

Detalhando os resultados da qPCR caso a caso pode-se apontar as seguintes
variacdes poOs-tratamento com BNZ. Dos 12 casos (63,15%) que ndo apresentaram
detec¢do da carga parasitdria, antes do tratamento, em 10 casos (52,63%) esta continuou a
ndo ser detectada, no entanto, dois casos (10,52%) passaram a ter carga parasitdria
detectada, porém nao quantificavel. Dos cinco casos (26,31%) que apresentaram detec¢ao
da carga parasitdria pré-tratamento, porém sem quantificacio, pos-tratamento esta nao foi
detectada em nenhum dos casos (100%). Dos dois casos (10,52%) que tiveram a detec¢ao
com quantificacio da carga parasitdria antes do tratamento, em um caso (50%) nao houve
deteccdo e no outro caso, esta foi detectada, mas sem quantifica¢io, pds-tratamento.

Dos sete casos em que a carga parasitdria foi detectada (36,84%) antes do
tratamento, independentemente de quantificidvel ou ndo, em apenas um caso (26%) houve
deteccdo, porém sem quantificacdo. Os demais seis casos (85,71%), ndo apresentaram

deteccdo da carga parasitdria pos-tratamento (Tabela 6).
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Tabela 6. Resultados da qPCR antes e pds-tratamento da dC pelo BNZ.

Antes do Ct 12 meses pos- Ct 18 meses pos- Ct
tratamento tratamento tratamento

Detectavel e 4A 23,8 - - - B,

quantificavel 5B 30,84 - - - -
3A 38,17 - - 2B 39,03
Detectével 8A 34,77 - - 3B 42,01
nﬁo-illf;nii‘;’ei:cgvel 9A 42,68 B } 5B 41,56

11A 40,04 - - - .

1B 41,62 - - - i}

1A ND 1A ND 1B -

2A ND 2A ND 4B -

5A ND 3A ND 6B -

6A ND 4A ND - -

TA ND 5A ND - -

10A ND 6A ND - -

Nao detectavel 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 - - i}

- - 1B - - }

- - 2B - - ;

- - 3B - - ;

- - 4B - - i}

- - 5B - - }

- - 6B - - ;

19 19 19 19 6

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

Nas Tabelas 7 e 8 estdo apresentados os resultados pré e pds-tratamento com
BNZ, dos equivalentes gendmicos/mL e os respectivos Cts de cada material genético

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

Paciente| Antes tratamento 12meses

Eq gen/mL Ctak Eq gen/'mL. | Ct
1 ND» 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 = ndo detectado;

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

Antes tratamento 18 meses
Paciente | Eq gen / mL Ct* Eqgen/mL | Ct
1 0,001039 41,62 ND ND
2 ND™ 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 = ndo detectado;

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

acompanhados por 12 meses, apds 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 diminui¢do do valor da titulacdo sorolégica pds-tratamento com
BNZ. Em sete casos (36,84%) foram mantido os mesmos valores dos resultados da
titulacdo sorologica, e em seis casos em (31,57%) houve o aumento dos titulos
sorolégicos. Em nenhum caso houve a negativacao soroldgica, nem os titulos atingiram

valores abaixo do limite de positividade.
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Tabela 9. Titulos soroldgicos pelo método de imunofluoréscencia 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. Titulos soroldgicos pelo método de imunofluoréscencia 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 estatisiticos

4.4.1. Resultados epidemiologicos
Foi realizada andlise exploratéria de dados através de medidas resumo (média

e desvio padrdo, minimo, mediana, maximo, frequéncia e porcentagem). Os grupos foram

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

havendo. O nivel designificancia estatistica foi de 5%.

Tabela 11. Medidas de posicao e dispersdo da idade e resultado da comparacg@o entre os géneros.

Género N | Média D.P.* Minimo | Mediana | Mdximo | 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 padrao;
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Tabela 12. Distribuicdo em frequéncia e porcentagem das varidveis por género e resultado da comparagdo
entre os géneros e o local de mais provavel contaminagdo/Estados brasileiros: p-valor = 0.6730 (Teste

Fisher).
Bahia Goias |Minas Gerais | Pernambuco Sdo 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. Distribui¢do em frequéncia e porcentagem das varidveis por género e resultado da comparagéo
entre os géneros e o forma clinica da doenga de Chagas: p-valor = 0.4906 (Qui-Quadrado).

Cardiaca |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
Cardiaca |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. Distribui¢do em frequéncia e porcentagem das varidveis por género e resultado da comparacdo
entre os géneros e os eventos adversos: p-valor = 1.000 (Fisher).

Dérmico Dérmico Dérmico
Dérmico | Epigdstrico | Hematologico | Hepdtico |Epigdstrico | 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 relacdo aos resultados moleculares, apresentados nas Tabelas 7 e 8, o uso

da técnica de qPCR para as amostras de DNA extraidas de sangue periférico de pacientes
chagdsicos cronicos, antes e pds-tratamento com BNZ, ndo permitiram a aplicabilidade
de nenhum teste estatistico, uma vez que, no quadrante “detectdvel e quantificavel” a

variavel foi nula pos-tratamento.

4.4.3. Resultados sorolégicos
Para o Grupo A, em relagdo a comparacdo dos resultados dos titulos

sorolégicos antes e pds-tratamento com BNZ, pela aplicacdo do teste de Wilcoxon, ndo

houve significincia estatistica (valor p = 0,9922) (Tabela 15).

Tabela 15. Medidas de posicdo e dispersdo da sorologia e resultado da comparacdo entre os tempos.

Varidvel N | Média |D.P.* Minimo |Mediana | Mdximo | p-valor
Antes do tratamento 13 1400.00 |309.84 (80.00 320.00 1280.00

18 meses pos-tratamento (13 1400.00 [309.84 [80.00 320.00 1280.00

Diferenca 13 |-12.31 468.58 [-1120.00 [000.00 [960.00 0.9922

* D.P. = desvio padrao;
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Para Grupo B, o qual comparou os resultados dos titulos soroldgicos antes e

pos-tratamento, também ndo houve significancia estatistica (valor p = 0,8750) (Tabela

16).

Tabela 16. Medidas de posicdo e dispersdo da sorologia e resultado da comparacédo entre os tempos.

Varidvel N | Média |D.P.* Minimo |Mediana | Mdximo | p-valor

Antes do tratamento 6 [546.67 |573.36 [80.00 320.00 1280.00

12 meses pos-tratamento |6 [466.67 |[442.30 |80.00 320.00 1280.00
6

-80.00 |675.04 ]-960.00 |-40.00 960.00 0.8750

Diferenca
* D.P. = desvio padrao;

5. DISCUSSAO

O gerenciamento e o tratamento da dC sdo estratégias para eliminar a doenca,
que é um problema de saide publica. No entanto, garantir o diagndstico € 0 acesso ao
tratamento das pessoas infectadas continua a ser um desafio. O diagnéstico oportuno e o
tratamento com tripanomicidas sdo conhecidos por reduzir a probabilidade de progressao
da doenca e prevenir a transmissdo congénita. De fato, a dC foi categorizada como "a
mais negligenciada das doencas negligenciadas", com persistentes lacunas na area da
pesquisa e no desenvolvimento do tratamento e do diagndstico (Antunes et al, 2016).

Durante a fase cronica, o diagndstico depende principalmente de testes
soroldgicos e, recentemente, de testes coadjuvantes, os quais ndo estdo padronizados e
encontram-se disponiveis apenas em centros de pesquisas. Os métodos de diagndstico e
medicamentos atualmente disponiveis sdo considerados subotimizados, refletindo o baixo
investimento dedicado a dC (World Health Organization, 2012).

A maior dificuldade dos estudos clinicos que avaliam a eficicia do BNZ em
pacientes chagdsicos cronicos € a falta de um exame que defina a cura parasitolégica da
doenca. As diretrizes atuais levam em consideracdo a redugdo progressiva dos titulos
sorolégicos até valores nao reagentes. No entanto, essa negativacdo soroldgica pode

demorar muitas décadas, ou até mesmo nunca ocorrer, impedindo a utiliza¢do desses



61

métodos sorolégicos como um padrio de alta fidelidade, o que € impraticdvel para
intervencgoes de satde publica.

O tratamento pode eliminar o parasito na fase aguda da dC, mas a infec¢do s6
¢ distinguida entre 1% e 2% de pessoas infectadas com o parasito. Na fase cronica,
aproximadamente 70% dos individuos com sorologias positivas sdo clinicamente
assintomaéticos. Todos os anos, cerca de 2% a 3% desses individuos evoluem e comeg¢am
a apresentar manifestacdes de cardiopatia e megadigestivos (Francisco et al, 2008).
Embora haja um crescente nimero de informagdes para apoiar o uso dos medicamentos
tripanomicidas nos estdgios posteriores da doenca, a eficicia e o perfil de seguranca
desses tratamentos precisam ser estabelecidos na fase cronica da dC. Além da fase clinica
em que o paciente se apresenta em relacdo a dC, outros fatores influenciam a eficécia da
cura, tais como: duracdo do periodo de tratamento, dosagem terapéutica, idade
cronoldgica, sistema imunoldgico e a localidade em que ocorreu a transmissdo vetorial.
Sabe-se que algumas cepas de 7. cruzi sdo mais resistentes ao medicamento
tripanomicida que outras, podendo explicar, em parte, as baixas taxas de cura
parasitolégica em alguns pacientes chagdsicos tratados (Sales Junior et al, 2012; Viotti et
al, 2014).

Cancado, 2002 acompanhou pacientes com dC em fase aguda, cujas idades
cronoldgicas variaram entre 13 a 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 a 18 anos, o grupo era constituido por pacientes cronicos € a taxa de
cura foi observada em apenas 8% dos casos tratados com BNZ, considerando a
negativacio da sorologia convencional como um critério de cura. De Andrade et al, 1996
medicaram criangas com dC de seis a 12 anos, obtendo uma eficdcia terapéutica em até
62% dos casos tratados, resultado semelhantes ao de Sosa-Estani et al, 1998, que obteve a
negativagao soroldgica em 62%.

As indicacOes para o tratamento especifico contra o parasito continuam
controversas em pacientes adultos na fase cronica, com forma clinica cardiaca ja
estabelecida. Por aproximadamente dez anos, Viotti et al, 2006 trataram e acompanharam
pacientes cronicos sem cardiopatia avangada, comparando-os com outro grupo que nao
recebeu nenhum medicamento tripanomicida. O desfecho foi que o grupo de pacientes
tratados com BNZ apresentou um retardo na progressao da cardiopatia, diferentemente do

grupo que nao recebeu nenhum tratamento. Em relagc@o a negativacao soroldgica, 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 ocorréncia de altera¢des do eletrocardiograma (ECG) e a
diminuicdo dos titulos de imunofluorescéncia indireta em pacientes chagésicos cronicos
(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 pds-tratamento — constatou
que pacientes chagdsicos cronicos, com cardiopatia estabelecida, ndo apresentaram
reducdo da deterioracdo clinica, embora apresentassem diminui¢do significativa dos
titulos sorologicos apds o uso do BNZ. Os resultados discrepantes entre os estudos
clinicos podem ocorrer devido a variagdo metodoldgica, diferentes critérios clinicos
adotados para a evolugdo da doenca e/ou da cura, ou diferentes periodos de
acompanhamento.

No presente estudo, a idade média dos pacientes foi de 48,21 + 12,02 anos
para o género masculino e 46,9 + 10,60 anos para o género feminino, sendo 19 homens e
13 mulheres. A forma clinica mais prevalente foi a indeterminada (50%), seguida da
cardiaca (43,75%) e da forma digestiva (6,25%). Sabe-se que a idade apresentada por
estes pacientes nao é a mais indicada para iniciar o tratamento especifico; por serem
pacientes crOnicos que hd mais de 30 anos convivem com o parasito em seu organismo,
respondem inadequadamente ao tratamento com BNZ quando comparados com pacientes
chagasicos agudos e jovens. No entanto, conforme recomendacdes do II Consenso
Brasileiro na doenga de Chagas, 2015, os pacientes ainda se encaixam para a indicag¢do do
tratamento especifico 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 clinica
indeterminada, um dos critérios para iniciar o tratamento especifico para a dC. E em
relagdo aos outros pacientes, cardiopatas e digestivos tratados com o BNZ, apresentavam
alteracdes de menor gravidade clinica, 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
diminui¢do da carga parasitdria circulante. Esse mesmo ponto de vista foi relatado por
Rassi et al, 2017, onde analisaram as limita¢des 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 nimero de admissdes hospitalares
devido a diminuicao dos problemas cardiovasculares.

Constatou-se, neste presente estudo, fatos semelhantes identificados pelo
inquérito soroldgico da década de 1970. Primeiro, em relagdo a regido onde se localiza o
GEDoCh/Unicamp, no estado de Sao Paulo, onde a dC teve a transmissdao vetorial
controlada desde a década de 1970, com redu¢do maxima da frequéncia de casos agudos
e de fase crOnica recente em criangas e jovens, com envelhecimento de seus portadores.
Segundo, que os pacientes atendidos no GEDoCh/Unicamp e participantes deste estudo
procederam de estados com maior prevaléncia da dC, principalmente de Minas Gerais e
do nordeste, demonstrando mudancas na epidemiologia da dC.

Os dois unicos farmacos com atividade tripanocida indicados para o
tratamento especifico para a dC sdo o BNZ e NFX, e ambos estdo longe de serem ideais,
pois exigem tempo prolongado de uso, apresentam efeitos adversos e, embora sejam
efetivos na fase aguda, sua eficicia na fase cronica é baixa ou questiondvel (Chatelain,
2015; Urbina, 2010).

A intolerancia ao BNZ € relatada com frequéncia entre os adultos, fazendo-os
interromperem o tratamento, sendo imprescindivel identificar a frequéncia de EA. Estes
eventos levam a interrupcao do tratamento em uma frequéncia que varia de 13 a 41,5%,
dependendo dos estudos avaliados (Novaes et al, 2015). No entanto, nos relatos do
tratamento em uma grande populacdo de pacientes chagdsicos jovens, a taxa de
suspensao da terapéutica com o BNZ apresentou resultados diversificados, tendo os EA
com frequéncia baixa, os quais variaram de 1,3% (na Honduras) até 5,8% (na Bolivia), e
com frequéncias altas desses EA, os quais variaram de 25,6% (Bolivia) até 50,8%
(Guatemala). O fato de se ter menor frequéncia de EA foi atribuido a estreita vigilancia
assistencial multidisciplinar, auxiliando os pacientes a completar o tratamento. Os EA
tém sido atribuidos a alta dosagem administrada, de Smg/Kg/dia, além da toxicidade
inerente ao farmaco. Bustamante et al, 2014, propuseram um esquema de tratamento no
qual diminuiu-se a dosagem, constatando assim a reducdo da toxicidade ao BNZ e,
consequentemente, a menor taxa de interrupcdo do tratamento.

Neste estudo, o esquema de tratamento com BNZ foi de Smg/Kg/dia,
semelhante as recomendagdes do II Consenso Brasileiro na doenga de Chagas, 2015. Dos
32 pacientes que iniciaram o tratamento, apenas seis (18,75%) o interromperam devido as

alteracdes dérmicas ao BNZ. Deste modo, o registro sobre a frequéncia de interrup¢ao do
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tratamento especifico para a dC com pelo BNZ devido aos EA estd em acordo com as
frequéncias registradas pela literatura. Outro dado a ser ressaltado € o de que, dos seis
pacientes que interromperam o medicamento, quatro eram mulheres, semelhantemente ao
observado por outros autores, que descreveram maior incidéncia destes EA relacionados
ao género feminino (Gérgolas et al, 2015). A caracteristica dos EA ao BNZ observados
no presente estudo ndo diferiu daquelas relatadas na literatura, sendo a maioria dos EA
detectados na pele como reacdes urticariformes ocorridas no inicio do tratamento,
seguidas por alteracdes hepaticas, hematoldgicas e neuroldgicas (Pinazo et al, 2013). Vale
ressaltar que as alteracoes dérmicas ao BNZ respondem bem a introducdo de
corticosterdides e anti-histaminicos, permitindo que os pacientes continuem o tratamento
até o 60° dia. Ressalta-se, também, que as alteracdes dérmicas graves desaparecem com a
suspensao do BNZ, na maioria das vezes nao necessitando intervengdes, como ocorreu no
presente estudo.

Ao longo dos anos, o conhecimento sobre a diversidade genética do T. cruzi
progrediu consideravelmente, mas muitas questdes ndo respondidas ainda persistem,
como os fatores que determinam a patogenicidade do parasito e o papel do hospedeiro
na definicdo das manifestacdes clinicas da dC (Zingales, 2017). Nao ha padrao-ouro
para o diagndstico soroldgico da dC que abrange as amplas variacOes na resposta de
anticorpos entre os individuos. Também ndo existe consenso sobre qual seria o padrdo-
ouro para o critério de cura parasitolégica em um tempo curto pds-tratamento especifico
da dC. Contudo, o principal critério de cura aceito € a negativagcdo soroldgica, o que
infelizmente pode demorar anos para ser percebido. No entanto, esta negativacao
soroldgica tardia ndo € observada em todos os estudos que abrangem o tratamento
especifico da dC, principalmente com o uso do BNZ. Hd uma variabilidade da
frequéncia de negativacdo soroldgica entre as populagdes estudadas, como observado
por Yun et al, 2009 em Honduras e na Guatemala, cuja negativacdo soroldgica ocorreu
entre 87,1% e 58,1% apds 18 e 60 meses do término do tratamento. Resultados
semelhantes foram observados na Colombia (Bianchi et al, 2015), regido central da
Argentina (Fabbro et al, 2014), regido sul da Argentina (Niborski et al, 2016) e Chile
(Arias et al, 2016). Por outro lado, Machado-de-Assis et al, 2013, no Brasil, nao
observou negativagdo sorologica em nenhum dos pacientes tratados, mesmo apds longo
periodo de seguimento. Neste estudo, os resultados em relacdo a sorologia convencional

foram aqueles que naturalmente devem ocorrer em individuos com a dC cronica e
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sabidamente conhecida. H4 uma variac¢do natural, dependendo da resposta do individuo
aos antigenos do 7. cruzi, com ampla oscilagdo dos titulos sorolégicos, por qualquer um
dos métodos utilizados durante a vida. Dessa maneira, a diminui¢do dos titulos
soroldgicos poés-tratamento com BNZ ocorreu em seis casos (31,57%). Em sete casos
(36,84%) os titulos soroldégicos ndo variaram e, em seis (31,57%) os titulos
aumentaram. O mesmo tem sido observado na literatura sobre o tratamento especifico
da dC com o BNZ em pacientes cronicos (Riarte, 2013).

Em relagcdo aos resultados da sorologia neste estudo, é importante ressaltar
que a comparagao estatistica entre os valores dos titulos sorolégicos, antes e depois de
12° e 18° meses pés-tratamento, ndo resultou em valores com significancia estatistica.
Pode-se interpretar que, a luz do que se considera necessdrio para definir a eficicia do
medicamento em curar a dC na fase cronica, isto ndo ocorreu, havendo falha terapéutica
neste periodo de seguimento. No entanto, sabe-se que pode demorar décadas para que a
sorologia convencional para a dC se negative pés-tratamento especifico, sendo necessario
o seguimento dos pacientes por anos para verificar se houve realmente a cura ou a falha
terapéutica. Isto ocorre em vista de haver memdria soroldgica e o0s anticorpos
continuarem a serem detectados, por tempo varidvel, mesmo na auséncia de antigenos do
T.cruzi. Estes mecanismos também ocorrem em outras doengas, como na sifilis e nas
hepatites. Os pacientes avaliados no presente estudo continuardo o seguimento no servico
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 cronica da dC negativaram a sorologia apds mais de 20 anos de seguimento,
significando que a cura ocorre em baixa porcentagem dos casos tratados, ndo sendo o
medicamento ideal para o tratamento especifico da dC em sua fase cronica. Deste modo,
a sorologia convencional para a dC constitui-se em um 6timo método para o diagndstico
da doenca, mas nao para certificacdo de eficicia da cura terapéutica, sendo ainda
desejavel um método que o faca em um periodo curto apds a utilizacdo de farmacos com
atividade tripanomicida.

Para desenvolver uma ferramenta laboratorial ideal para o diagndstico, assim
como para o seguimento do tratamento especifico da dC, encontram-se situacdes que
dificultam sua realizacdo, como o nimero baixo e intermitente de parasitos durante a fase

cronica; a diversidade do gendtipo do parasito e sua distribuicdo desigual em diferentes
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regides e a ndo padronizacdo de testes moleculares. Tais ferramentas necessitam ser
faceis de usar e adaptadas as necessidades das populagdes afetadas, além de estar em
acordo com a realidade dos sistemas de satde regionais (Schijman et al, 2011).

Alvarez et al, 2016 desenvolveram um estudo piloto para a avaliagio de um
novo esquema de tratamento com BNZ, com administracdo 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 chagdsicos cronicos, os quais realizaram a qPCR antes e
pOs-tratamento. Os pesquisadores observaram que 75% dos individuos apresentaram
carga parasitdria pela qPCR detectdvel antes do tratamento, com a quantificacdo de 1,45
equivalentes gendmicos de parasitos/mL, enquanto que o restante das amostras foram
detectdveis, porém ndo quantificaveis. Os pesquisadores afirmaram que em apenas um
caso (6%) foi possivel detectar a parasitemia pds-tratamento, porém sem a quantificacao,
correspondendo a falha terapéutica apds uso de BNZ. Concluiram que a intermitente
administracdo de BNZ tem potencial terapéutico, considerando a qPCR como critério de
avaliacdo de cura.

Morillo et al, 2017 utilizaram a qPCR para avalia¢do de cura pds-tratamento
especifico da dC em pacientes crOnicos assintomaéticos, procurando comparar a eficicia
terapéutica em esquemas de associacdo de farmacos, associacdo do posaconazol com
BNZ. Antes do tratamento, a qPCR quantificou os parasitos em todos os pacientes. Apds
um ano de tratamento, a taxa de conversao da qPCR foi muito superior nos grupos de
posaconazol associado com BNZ e apenas BNZ, alcangando a mesma frequéncia de 96%.

E reconhecido que a técnica da PCR apresenta limitagdes que devem ser
levadas em conta, frente aos diferentes resultados publicados na literatura. Assim,
resultados negativos podem ocorrer devido a interferéncia de substincias inibitdrias
durante a extragdo de DNA, o que interferird nas reagdes moleculares ou resultados
positivos devido a contaminacdo do DNA durante quaisquer etapas da execugdo da
metodologia. Além de limitacOes inerentes ao método, existem aquelas proprias de cada
doenca. No caso da dC cronica, pode-se citar como limitagcdes a baixa e oscilante
parasitemia, a qual pode gerar resultados de qPCR falso negativos. Segundo Schijman et
al, 2011, pode haver variacdo e interferéncia na sensibilidade e especificidade da técnica
da PCR pelo volume da amostra coletada, condi¢des de conservagdao da amostra, método
utilizado para o isolamento gendmico, escolha das sequéncias gendmicas, quantidade de

reagentes, condi¢cdes da amplificacdo da reacdo molecular e diferentes DTUSs. Por fim,
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ainda ndo hd padronizagdo do método molecular para o diagndstico da dC. Nesse
contexto, foram realizadas vérias técnicas de PCR em amostras cegas, incluindo DNA de
T. cruzi purificados de cultura, de sangue humano enriquecido com cepas, e de amostras
clinicas de pacientes de diferentes paises endémicos (com sorologias positivas e
negativas), a fim de selecionar qual dos testes apresentaria melhor desempenho para
validacd@o do diagndstico da dC pela PCR (Schijman et al, 2010). Mesmo assim, ndo se
conseguiu padronizacido adequada, havendo sugestao de mais estudos prospectivos com a
finalidade de validar a técnica de qPCR no contexto da dC.

No presente estudo, os resultados relacionados a qPCR chamam a ateng¢do em
relagdo ao grupo composto por 12 pacientes (63,15%), no qual nao ocorreu a deteccdo da
carga parasitdria antes do tratamento com BNZ. O fato dificulta a avaliacdo pds-
tratamento, uma vez que a inexisténcia ou reducdo dos resultados detectdveis seria o
indicador da eficacia do medicamento. Assim, a exclusdo deste grupo seria 0 mais
adequado, conservando apenas os casos que apresentaram carga parasitdria detectdvel,
aptos ao tratamento especifico para o 7. cruzi em individuos com a dC.

Alguns motivos levaram a inclusdo do grupo com carga parasitiria nao
detectdvel pré-tratamento no estudo. O primeiro deles foi técnico, uma vez que no sangue
periférico coletado antes do inicio do tratamento era realizada imediatamente a sorologia
e extracdo do DNA. A gqPCR seria realizada posteriormente, quando um ndmero ideal de
amostras era alcancado. Nessa ocasido, o tratamento especifico ja estaria sendo realizado
ou até mesmo terminado. O critério para o tratamento especifico para a dC seguido pelo
GEDoCh/Unicamp, com base no II Consenso Brasileiro sobre a doenca de Chagas, 2015,
ndo requer a constatacdo da carga parasitaria, mas sim o diagnéstico (sorologia positiva),
a forma clinica da doenca e a idade do paciente. Os pacientes incluidos no presente
estudo foram aqueles rotineiramente com indicacdo para o tratamento especifico e nao
exclusivamente selecionados para o projeto. Por se tratar de pacientes cronicos, a maioria
nao preenchendo o critério de idade e forma clinica ndo grave para o inicio do tratamento,
a exclusdao de casos com carga parasitiria nao detectdvel dificultaria em muito a
realizacdo deste estudo. Por fim, os pesquisadores ndo previram que isso poderia
acontecer. No entanto, apds a constatacdo desse fato, deve-se considerar que isso seria
possivel e esperado, jA que os pacientes encontram-se na fase cronica, em idade adulta
aproximada de 50 anos, longe da fase aguda, além de estarem afastados da area

endémica, sem reinfec¢do. Assim, a parasitemia esperada deveria ser baixa ou muito
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baixa. Os exames parasitolégicos indiretos, como xenodiagnéstico e hemocultura, ja
comprovaram esta caracteristica no passado, uma vez que a positividade € 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 especifico da dC na fase
cronica também verificaram que uma porcentagem expressiva dos pacientes nao
apresentam carga parasitdria detectdvel no pré-tratamento. Em alguns desses estudos
verificou-se que a porcentagem de pacientes com a carga parasitdria ndo detectdvel 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 dreas ndo endémicas e sem exposicdo a reinfecgdes.
Deste modo, acreditamos que a manuteng¢do deste grupo, de 12 pacientes com carga
parasitdria ndo detectdvel antes do tratamento com BNZ no presente estudo, possa
dificultar a avaliagdo posterior da qPCR como critério de cura, mas ndo invalida o
trabalho.

O segundo grupo foi constituido por cinco casos (26,31%) em que o DNA do
parasito foi detectado, mas a parasitemia nao 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 eficiéncia da qPCR como critério de cura, pds-tratamento
especifico para o T. cruzi, apesar da parasitemia ainda continuar baixa. Espera-se que a
gPCR nao detecte a carga parasitdria caso o tratamento seja eficaz. No Brasil, Melo et al,
2015 trataram com BNZ pacientes chagdsicos cronicos, com média de idade de 50 anos,
nos quais a carga parasitiria foi detectavel pela qPCR, porém nado quantificivel, na
maioria dos casos estudados. Concluiram que a carga parasitdria estimada para esses
pacientes fol muito baixa e proxima ao limite inferior da faixa de detec¢dao da qPCR, o
que pode interferir na precisdo da quantificagdo desta. Ramirez et al, 2017 também
encontraram 13,90% de pacientes chagésicos cronicos bolivianos com carga parasitaria
detectdvel e ndo quantificavel antes do tratamento especifico com BNZ. Os autores nao
informaram as idades dos pacientes e nem justificaram a ocorréncia do fato. A qPCR
confirma, assim, a baixa parasitemia que ocorre na evolucdo natural da dC cronica,
havendo a possibilidade desta ndo ser quantificada, embora seja detectada.

O terceiro grupo, constituido por apenas dois casos (10,52%) em que houve
deteccdo e quantificacdo da carga parasitdria, seria o ideal para o cumprimento dos

objetivos deste estudo. Nestes pacientes, considera-se que a parasitemia seja alta e ha
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indicacao formal para o tratamento especifico para o T. cruzi. Nesse sentido, a qPCR deve
ocupar um espago cada vez maior quando comparada aos métodos de xenodiagndstico 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 deteccdo e
quantificacdo da carga parasitdria em 76% dos casos. Por se tratarem de criancas, em uma
regido altamente endémica, entende-se que a qPCR confirmou as elevadas parasitemias
dos pacientes, constituindo-se, nesse sentido, em um método confidvel. Moreira et al,
2013, avaliando pacientes cardiopatas chagdsicos cronicos de regides distintas da
America Latina (Brasil, Argentina e Coldmbia), observaram uma taxa de 79% dos casos
com carga parasitdria detectdvel e quantificdvel pela qPCR antes do tratamento com
BNZ. No entanto, os pesquisadores encontraram como medida da parasitemia para os
pacientes da Argentina e Coldmbia 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, concluiram que o
método molecular demonstrou alto potencial para diagnosticar e estimar a carga
parasitaria — apesar da fase cronica, onde se espera escassa parasitemia — sendo capaz
de detectar niveis equivalentes de DNA inferiores a um parasito/mL. Como o objetivo do
estudo foi o de comparar técnicas de qQPCR como um dos bracos do estudo BENEFIT
2015, nao pormenorizaram dados demograficos da casuistica, como género e idade e,
também, ndo valorizaram o fato de que a populacdo brasileira se comportou de maneira
diferente das demais. Deste modo, os grupos de pacientes observados no presente estudo,
previamente ao tratamento especifico de chagasicos cronicos avaliados pela qPCR, ndo se

diferenciam daqueles encontrados nos estudos da literatura sobre o assunto.

J& mno pos-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 parasitdria ndo detectdvel pela qPCR. Dos
dezesseis casos, dez (62,50%) ja ndo apresentavam carga parasitaria detectavel antes do
tratamento com BNZ. Uma vez que a parasitemia inferior a capacidade da qPCR em
detectd-la pode se dever a evolucdo natural da dC em pacientes chagdsicos cronicos,
como ja discutido anteriormente, torna-se dificil considerar a cura parasitoldgica atribuida

ao BNZ neste grupo de pacientes. No entanto, o contrario também ndo pode ser afirmado,
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isto €, que nao tenha havido qualquer efeito do medicamento na reduc@o da parasitemia.
Acredita-se que um seguimento em maior prazo possa confirmar a negativacio
persistente do método ou a falha teraputica, uma vez que a parasitemia se torne
detectavel.

No entanto, nos demais seis casos (37,50%) em que a qPCR ndo detectou a
carga parasitdria apds o tratamento, esta havia sido detectada antes dele. Além disso, em
cinco dos seis casos a carga parasitdria era detectdvel, mas ndo quantificidvel, e em um
caso esta era quantificivel antes do tratamento. Neste grupo de pacientes, também ndo se
pode afastar definitivamente a variabilidade natural da parasitemia na fase cronica da dC,
mas € mais aceitdvel pensar que isto possa se dever a acdo do BNZ, uma vez que nio se
discute sua capacidade em reduzir a carga parasitdria. Assim, poderia se considerar que a
frequéncia de “cura parasitolégica” em pacientes com a doengca de Chagas em fase
cronica seria de 37,50%, levando-se em consideracdo a qPCR como critério, no periodo
maximo de 18 meses de seguimento. E preciso chamar a atencdo para o fato de que, dos
seis casos observados com carga parasitdria ndo detectada apds o tratamento com o0 BNZ
pela qPCR, em cinco isto ocorreu aos 12 meses de seguimento. Em um caso foi
observado aos 18 meses. Ainda ndo se sabe ao certo qual o tempo estimado a ser
considerado para negativacdo da parasitemia avaliada pela qPCR apds o tratamento
especifico, mas pelos dados obtidos neste estudo, deve ser considerado o prazo minimo
de 18 meses. Seguimentos com prazos mais longos poderdo ou ndo confirmar este
resultado.

O outro grupo pods-tratamento observado foi constituido por trés casos
(15,78%), que apresentaram carga parasitiria detectivel pela qPCR, porém sem
quantificacdo, devendo ser considerados como com baixa parasitemia. Desses casos, dois
deles (66,66%) apresentavam carga parasitaria nao detectavel pela qPCR antes do
tratamento, devendo ser considerado como falha terapéutica. O outro caso (33,33%)
apresentava carga parasitdria detectivel e quantificidvel antes do tratamento. Como ja
discutido, a redugdo da carga parasitdria neste caso nao pode ser atribuida exclusivamente
ao tratamento com BNZ.

Neste periodo de observacao, levando-se em consideragdo a sorologia como
critério de cura apds o tratamento especifico da dC com o BNZ, esta ndo 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 deverao ser seguidos para esta



71

finalidade. Por fim, em relagdo ao objetivo de se comparar a sorologia com a qPCR no
intuito de se verificar a cura da dC apds o tratamento especifico, é possivel fazé-lo no
sentido de verificacdo de falha terapéutica, 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 ndo detecta a carga
parasitdria persistentemente, a negativacdo da sorologia convencional poderd validar o
método molecular. Novamente, isto s6 poderd ser observado em longo prazo, e se

ocorrer!

6. CONCLUSOES

As conclusoes deste estudo sdo as seguintes:
1. A gPCR nao foi capaz de indicar a cura parasitoldgica nos pacientes com a dC em sua

fase cronica e tratados com 0 BNZ, no periodo de estudo.

2. A gPCR foi capaz de indicar precocemente a falha terapéutica precocemente do
tratamento especifico para o 7. cruzi com o BNZ em pacientes com a dC em sua fase

cronica.

3. A gPCR foi capaz de avaliar a varia¢do da carga parasitdria antes e pds-tratamento

especifico para o 7. cruzi com o BNZ, em pacientes com a fase cronica da dC.

4. A gPCR foi superior a sorologia ao detectar precocemente a falha terapéutica apds o

tratamento especifico para o 7. cruzi com o BNZ, em pacientes com a fase cronica da dC.

S. A sorologia se manteve reagente e positiva apOs o tratamento especifico para o T.
cruzi com o BNZ, em pacientes com a fase cronica da dC, indicando falha terapéutica, no

periodo de estudo.

6. Os EA ao BNZ foram frequentes, controldveis com corticosteroides, mas responsaveis

por interrupc¢des do tratamento.
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7. A epidemiologia dos pacientes avaliados foi compativel com areas em que a dC teve

suas principais formas de transmissao controladas.

7. LIMITACOES
DO ESTUDO

Algumas limitacdes podem ser destacadas no presente estudo:
1. O tamanho da amostra pode ter sido pequeno, quica maior nimero de pacientes

avaliados poderia trazer resultados mais esclarecedores.

2. As dificuldades inerentes a pesquisa clinica, a qual envolve a participacdo de
individuos de diferentes niveis sdcio-econdmico e culturais, por si sO, jd apresenta certa

dificuldade no seguimento ambulatorial e laboratorial.

3. Um maior tempo para a realizacdo do estudo seria necessario, mas incompativel com o

periodo da pds-graduacdo.

4. Como os doentes foram avaliados rotineiramente, as dificuldades enfrentadas pela
insitui¢do, principalmente financeiras, dificultaram a realizacdo adequada das sorologias,

contribuindo para a perda de um grupo deles, reduzindo mais a casuistica.

5. Uma coleta de sangue e uma qPCR realizadas por periodo, pode reduzir o niimero de
casos com carga parasitiria detectdvel, frente a variabilidade da parasitemia da fase

cronica da dC.

6. Pela parasitemia baixa e intermitente do 7.cruzi em pacientes chagdsicos cronicos,
pode ter havido baixo rendimento da extracdo de material genético, podendo tornar a

carga parasitdria subestimada pela qPCR.
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7. Cepas teciduais (TC1), as quais ndo circulam na corrente sanguinea podem ndo terem sido identificadas,
gerando qPCR nao-detectdvel.

8. Oligonucleotideos e alvos gendmicos ndo totalmente padronizados.

8. APOIO
FINANCEIRO

O projeto teve apoio financeiro do 6rgido de fomento Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sao Paulo (FAPESP), pelo auxilio regular a pesquisa de fluxo continuo, pelo processo N°2016/08737-0,
sob-responsabilidade da Prof®. Dr*. Sandra Cecilia Botelho Costa.
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9.2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a colaborar com o projeto de pesquisa “Avaliagdo pela reagao
em cadeia da polimerase em tempo real da evolugdo parasitolégica de individuos com
doenca de Chagas tratados com benzonidazol” que sera realizado na Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas. O objetivo desse estudo & avaliar um método para
monitoracdo do nivel de parasitos em individuos com doenga de Chagas submetidos ao tratamento
com benzonidazol. O estudo incluira dois grupos: o experimental, que serd composto por individuos
que receberdo tratamento com benzonidazol e o controle, que sera composto por individuos que néo
receberdo tratamento com benzonidazol (por possuirem caracteristicas que impedem o tratamento,
como: idade avancada, portadores de doengas cardiacas graves ou outro critério identificado pelo
médico responsavel).

Vocé faz parte do grupo: () experimental ( ) controle
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qualificados do centro de coleta do Hospital de Clinicas. Ha um pequeno risco tanto de dor no
momento da pungdo quanto um possivel hematoma (mancha) no local da pungdo. O material
biologico obtido serd processado e devidamente armazenado no Laboratorio de Diagnéstico de
Doencas Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular até o final do estudo. Caso haja
necessidade de utilizacdo do material em pesquisas futuras aprovadas pelo Comité de Etica em
Pesquisa, fica ao seu critério escolher uma das opgdes abaixo:

o sim, concordo que o material biolégico obtido nesse estudo seja armazenado e utilizado em pesquisas
futuras;
o ndo, ndo desejo que o material biologico obtido nesse estudo seja utilizado em pesquisas futuras;

Espera-se que, a partir de resultados obtidos, seja possivel o estabelecimento de um método
mais eficaz que possa auxiliar no controle de cura da doenga de Chagas, permitindo uma avaliagéo
da eficacia terapéutica em pacientes chagasicos, portanto, esse estudo n&o lhe trara beneficios
diretos e imediatos. A sua participagdo na pesquisa nado traz complicagdes legais e a qualquer
momento vocé podera desistir de participar e refirar seu consentimento sem que essa decisdo Ihe
traga prejuizos. As informagdes obtidas serdo confidenciais e quaisquer dados serfo divulgados de
forma que nao possibilite sua identificagdo, assegurando total privacidade. Nao havera nenhuma
forma de reembolso de dinheiro. O pesquisador responsavel pela pesquisa (identificado abaixo) Ihe
apresentara o termo e, estando de acordo com o presente documento, vocé assinara duas vias de
igual contetdo e forma, ficando uma em sua posse. Vocé tem a garantia de tomar conhecimento e
obter informacdes, a qualquer tempo, dos procedimentos e métodos utilizados neste estudo, bem
como dos resultados parciais e finais da pesquisa. Para tanto, vocé podera consultar o pesquisador
responsavel ou o Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP com enderego na Rua Tessalia Vieira
de Camargo, 126 Cx Postal 6111, telefone (19) 3751-8936, e-mail cep@fcm.unicamp.br.

Pesquisadora Responsavel: Tycha Bianca Sabaini Pavan
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Abstract

Chagas disease (Cd) is the third most common parasitic disease that causes damage to
human health. Even a century after its description by Carlos Chagas and advances in its
control, it remains a neglected disease. To eradicate the parasite or reduce the parasitic load,
specific treatment for Trypanosoma cruzi (T. cruzi) is advisable; benznidazole (BNZ) is the
drug that is currently prescribed. The purpose of this study is to report the adverse events
(AE) due to the use of BNZ as a specific treatment for Cd, with a particular focus on hepatic
changes. This was an observational, cross-sectional cohort study that included patients who
were treated with BNZ. The medical records of patients who joined the Grupo de Estudo em
doencEa de Chagas [Chagas Disease Study Group]/UNICAMP/Brazil and were treated with
BNZ were reviewed for epidemiological, clinical, laboratory and AE param-eters for the drug.
The 204 patients who were assessed had an average age of 40.6 years + 13.5 years, and 104
of them were women (50.98%). Fourteen (6.86%) individuals were in the acute phase of Cd,
and 190 (93.13%) were in its chronic phase. AEs occurred in 85 patients (41.66%), 35
(41.17%) of whom had AEs related to the liver, characterized by an elevation of AST liver
enzymes, ALT, alkaline phosphatase and gamma-glutamyltransfer-ase (yGT). Other AEs that
were observed included the following: 48 cases of cutaneous changes (56.47%), 8 cases of
epigastric pain (9.41%), 7 cases of blood alteration (8.23%), and 3 cases of peripheral
neuropathy (3.52%). Treatment was interrupted in 32 patients

(37.64%) due to AD. Adverse events related to the liver secondary to the use of BNZ for
Cd-specific treatment were frequent in this study and were characterized by an elevation
of liver enzymes. Therefore, it is suggested that these enzymes be monitored during
treatment with benznidazole.

Introduction

Cd is caused by T. cruzi and is the third most common parasitic disease in the world after
malaria and schistosomiasis [1]. It is classified as a neglected disease by the World Health
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Organization (WHO) [2]. Unfortunately, a century after its discovery, Cd still affects
millions of people in Latin America and is one of the major causes of sudden death,
arrhythmias, and heart failure [3,4].

Cd does not resolve spontaneously, and there is no effective treatment for the disease.
How-ever, two drugs have been indicated for its treatment: nifurtimox and benznidazole (BNZ)
[5]. BNZ is the treatment of choice given its better treatment efficacy and fewer AEs [6]. BNZ
is a nitroimidazole derivative that acts by interrupting protein synthesis, which impairs the
forma-tion of the parasite [7]. This drug is metabolized in the liver and may cause hepatic
toxicity, which has been observed in experiments in which infected mice have elevated liver
enzyme levels in the first 15 days of treatment with BNZ. Because there are few studies on the
relation-ships among the parasitic infection, the drug and AEs related to the liver, there is a
need for the monitoring of possible hepatic changes during treatment [6,8].

The use of drug in the acute phase can eradicate the parasite, which prevents
progression to the chronic phase [9]. Treatment with BNZ is recommended to decrease
parasitemia for patients with cardiopathy of a low degree of severity, which may
consequently limit the clinical evolution of Cd [10]. Approximately 30% of adult individuals
using BNZ experience AEs, such as a cutaneous reaction, epigastric pain, anorexia,
neutropenia, elevations of creatinine and liver enzymes, and peripheral neuropathy.
Because of these AEs, more than 20% of patients discontinue the treatment [9,11].

The potentiality of AEs related to the liver resulting from BNZ is unquestionable since its
main metabolic mechanism is mediated by the cytochrome P450 enzyme complex. The bio-
transformation of the drug takes place in the hepatic tissue, with subsequent elimination by
the kidneys [12]. These hepatic changes are less frequent than other AEs and may have a
greater severity than what is reported, and their possible underdiagnosis motivated the
present study [13]. Thus, the purpose of this study was to assess the presence and possible
severities of hepatic AEs through clinical presentation and laboratory abnormalities, which
were reviewed in chagasic patients treated with BNZ in the reference center.

Methods

This was a retrospective, observational, cross-sectional cohort study conducted with the
Grupo de Estudo em DoencEa de Chagas [Chagas Disease Study Group] (GEDoCh) at the
State Univer-sity of Campinas (Unicamp) in Sao Paulo, Brazil, a reference center in the care
for individuals with Cd. The casuistry included 204 patients who started the treatment with
BNZ; 104 patients (50.98%) were female and 100 were male (49.01%), and the minimum age
and maximum age were three months and 78 years, respectively (40.6 years + 13.5 years).

The treatment inclusion criteria were (1) to present two confirmatory serological tests of a Cd
diagnosis according to the World Health Organization; (2) to have used BNZ on an exclu-sive
basis; (3) to not have severe Cd; (4) to have conditions for good adherence to the treat-ment; and
(5) to understand and accept the treatment after clarification of the efficacy of BNZ and its adverse
events. The treatment exclusion criteria were (1) the use of another trypanoso-micide drug alone
or simultaneously with BNZ; (2) to have a more severe clinical form of Cd;

(3) to have undergone situations that made treatment adherence impossible; and
(4) being pregnant.

The study was approved by the Research Ethics Committee of the State University of Cam-
pinas in SP, Brazil, through Opinion no. 1266/2011. The patients were informed about all of the
steps related to the study, and they signed the Free and Informed Commitment Terms (Termo de
Compromisso Livre e Esclarecido). The TCLE was presented to the adult patients after the
clarification of potential AEs resulting from the use of BNZ. The patients signed the
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TCLE freely and willingly. For minor patients, the information was delivered to their
parents or legal guardians, who also signed the TCLE freely and willingly. At no
time did the Research Ethics Committee/Unicamp waive the requirement of the
consent of the parents or legal guardians of the minors.

Indications for the specific treatment with BNZ were those determined and synthesized at
the Brazilian Consensus on Chagas Disease [2]. At the time of appointment, the patients were
carefully informed about the drug, its efficacy, the duration of treatment, the need to attend
non-routine visits for clinical care and the conduct of subsidiary tests, as well as possible AEs.
Prior to the drug intake, the patients were submitted to a complete clinical examination, blood
count, aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline phospha-
tase, gamma-glutamyltransferase (yGT), bilirubin, albumin, uric acid, creatinine, triglycerides,
total cholesterol, LDL and HDL cholesterol fractions and impaired fasting glycemia tests. This
routine was repeated at the 30th day, 60th day and end of the treatment. Phone contacts (the
secretary and the assistant physician) were provided to the patient; they were free to
communi-cate concerns, especially AEs, emphasizing the cutaneous reactions, digestive
disorders, anorexia, weight loss, jaundice and choluria. Additionally, subsidiary tests were
important for detecting AEs without regular clinical manifestations: blood dyscrasia, hepatic
function and renal function. If these AEs occurred and their severity needed to be assessed,
the prescription of antihistamines or corticosteroids was indicated or a previous appointment
before the expected time was scheduled for the patient. In the event of the discontinuation of
treatment, the subsidiary tests were repeated at the time of this conduct.

The BNZ dose was 5 mg/kg/day for adults and 10 mg/kg/day for children, with doses
taken every 8 h, respecting a short interval after meals and aiming to avoid not only
fasting but also fatty foods. After the publication of the first Brazilian Consensus on
Chagas Disease [13], it was decided that it would not exceed 300 mg/ day but that the
period of treatment could be extended to achieve the total dose.

Other data obtained for each patient were age, gender, probable type of transmission, clini-cal
phases and forms of Cd, serological tests after treatment and the occurrence of death.

Results

There were 204 patients who started the treatment with BNZ; 172 (84.31%) completed it. A total of
32 patients (15.68%) discontinued the treatment due to adverse reactions to BNZ. There were 190
(93.13%) individuals in the acute phase of Cd and 14 (6.86%) in its chronic phase. Of the chronic
cases, 3 (21.42%) were congenitally transmitted; 3 (21.42%) were trans-mitted by vector; 4
(28.57%) were acquired due to laboratory accident; and 4 (28.57%) repre-sented exacerbation of
chronic Cd in immunosuppressed patients due to antiretroviral drugs upon heart transplantation.
The clinical form of the most prevalent chronic phase was cardiac, affecting 106 patients (51.96%).
The clinical form was undefined in 72 patients (37.89%), diges-tive in 8 patients (4.21%), and a
mixed form in 4 patients (2.10%). The data are shown in Fig 1.

Adverse events involving cutaneous, hepatic, digestive, hematological and neurological changes
related to BNZ were observed in 85 patients (41.66%). Out of these 85 patients, 56 (65.88%) were
female, and their ages ranged from 3 years to 66 years (39.60 years + 12.87 years), with an
average of 39 years. Out of the 204 patients who used BNZ, only 128 (62.74%) underwent tests to
control liver enzymes, and 35 patients (27.34%) had elevations alone or other associated AEs.
These liver AEs were more prevalent in females, who represented 26 of the 35 patients (74.28%).
The age range of the patients was 3-66 years (37.53 + 17.67), with an average of 37 years. The
enzymes were elevated in the following order of frequencies: AST, 16 cases (45.71%), with the
values ranging from 28 U/L to 220 U/L (74.18 U/L £ 10.60 U/L); ALT,
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B Nixed

Fig 1. The clinical form. Frequency of clinical forms in patients with chronic dC, who underwent benznidazole treatment.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200707.9001

16 cases, with values ranging from 35 U/L to 310 U/L (99.93 U/L + 10.60 U/L); alkaline phos-
phatase, 10 cases (28.57%), with values between 107 U/L and 302 U/L (191.90 U/L = 6.36
U/L); and yGT, 6 cases (17.14%), with values ranging from 79 U/L to 258 U/L (136.33 U/L
3.53 U/ L). Table 1 specifies the minimum and maximum observed liver enzyme elevations
reached and the maximum number of times that they exceeded the reference value.

When analyzed separately, the liver enzyme elevations occurred in 17 patients
(48.57%), and alkaline phosphatase was the one that was elevated most often, in 10
patients (58.82%), fol-lowed by AST and yGT, which each were elevated in 3
patients (17.64%), and finally ALT, which was elevated in only 1 patient (5.88%).

A skin-related adverse event to BNZ occurred in 48 patients (56.47%), of whom 29 were female
(60.41%). The minimum age of these patients was 24 years, while the maximum age was 61 years
(41 years £ 19.79 years), and the average age was 41 years. The cutaneous reac-tions had diverse
aspects, with morbilliform eruption or erythema only, pruritus, localized or extending throughout the
body, and occasionally accompanying edema, fever and lymph node
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o~ @
Table 1. V.@'Hkgseism&ients using benznidazole for Chagas's disease specific treatment.

Liver Enzyme Minimum Value (U /L) Maximum Value (U /L) Maximum Elevation Above Reference Value Reference Value
ALT 35 310 9.11 x <50 U /L formen
<34 U/ L for women
AST 28 220 8.18 x <33 U/Lformen
<27 U/ L for women
Falc 107 302 2.90 x <129 U/ L for men
<104 U/ L for women
vyGT 45 258 6.14 x <71 U/Lformen
<42 U/ L for women

ALTz*Alanine aminotransferase. AST+Aspartate aminotransferase. FalctAlkaline phosphatase yGTtGamma glutamyltransferase

Female gender.

X -Times the Reference Value.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200707.t001

enlargement. The AE was severe and responsible for treatment interruption in 32 patients

(66.66%). Its intensity was low or moderate in 16 patients (33.33%). The use of
antihistamines or corticosteroids was sufficient to control the dermal reaction in
cases of lower severity, allow-ing for the continuation of treatment until its end.

Epigastric pain was observed in 8 of the patients (9.41%) who used BNZ. The treatment
was not suspended for any of the patients, and the pain improved with the use of gastric acid
secre-tion inhibitors, which were used in 4 women of different ages, ranging from 34 years old
to 47 years old (40.5 years + 2.12 years) and having an average age of 42 years.

Hematologic changes, with a decrease in the neutrophil rate, occurred and caused the sus-
pension of the drug treatment in seven patients (8.23%). The blood count normalized rapidly with
this procedure without the need for any other intervention or the participation of the hematologist.
This AE was more frequent in females, affecting 5 women; the age range of the affected patients
was 39-54 years (43.40 years + 2.82 years), and the average age was 39 years.

Peripheral neuropathy was suspected in 3 (3.52%) patients, who reported a loss
of sensitiv-ity, paresthesia or pain in the hands and feet at approximately the 50th
day of treatment. Elec-tromyography could be performed in only one patient and did
not confirm the diagnosis of peripheral neuropathy but rather radiculopathy. This AE
more frequently affected females, with 2 of the patients being women; the minimum
age of the affected patients was 25 years, and the maximum age was 33 years (29
years + 0.70 years). The frequencies of all of the adverse events are shown in Fig 2.

Serological (enzymatic and indirect immunofluorescence) tests were performed at the end of
treatment and at annual follow-ups in 101 patients (49.50%). There was a titration decrease in 75
patients (36.76%), no change in 12 patients (5.88%), and fluctuating titers in 6 patients

(2.94%). There was no negative serology in any case. There was an increase in
the post-treat-ment serological titers in 8 (3.92%) patients.

Seventeen patients (8.33%) died, all as a result of typical Cd complications that
had no rela-tion to the BNZ-specific treatment.

Discussion

The casuistry of this study, which was conducted with 204 patients who received a specific
treatment with BNZ, seems to be less expressive than that of other studies published [14,15] but is
similar to and greater than that of many others, as evidenced in a meta-analysis system-atic
review on the subject [13]. The reference center where the patients in this study were treated
followed recent past trends in that the specific treatment did not influence the natural
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M Skin lesions
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B Hematologic alterations

m Neurological disorders

Fig 2. The adverse events. Frequency of adverse events to benznidazole.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200707.9002

evolution of Cd in its chronic stage. The vector transmission of Cd has been
controlled since the 1970s in the region where this center is located, in the state of
Séo Paulo, Brazil, with maxi-mum reduction in the incidence of acute cases and
recent chronic stage cases in children and young people [16].

The chronic stage of Cd is usually asymptomatic, and because there are no changes on
sup-plementary tests, patients remain in an undetermined clinical form. However, 30% of
patients progress to chronic chagasic cardiopathy over a span of decades and have
symptoms including heart failure, arrhythmias and thromboembolism. The observations from
longitudinal studies performed in endemic areas with an active vector transmission showed an
incidence of 1.85% per year [17,18]. In the current study, the frequency of cardiomyopathy
was 51.70%, a value that is higher than what was estimated in the aforementioned studies.

Regarding the liver, the frequency of 27.34% for hepatic changes in this study was observed;
among the 204 patients treated with BNZ, enzyme levels were measured in only 128 patients
(62.74%) in the follow-up therapeutic procedure. In this regard, the fact that not every patient was
assessed can be explained by the heterogeneity of the team responsible for the treatment, as not
every member was aware of the need to monitor hepatic changes. Another possible
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explanation for this is the observation of previous behaviors in the literature, where there is no
attention to this issue [18,19,20]. In a few studies reporting the occurrence of liver AEs due to
BNZ, the frequency of these changes ranged from 1.8% to 4.9% [6,11]. The results of the cur-
rent study (27.34%) make it possible to consider liver changes as a frequent AE.

Hepatic changes consisted of elevations of the AST, ALT, alkaline phosphatase and yGT
enzyme levels, while the albumin and bilirubin levels remained unchanged. These findings
presumably demonstrate that the elevation in liver enzymes does not mean that there is struc-
tural damage in the hepatocytes per se. The AST and ALT enzymes are located inside hepato-
cytes, close to the cell membrane, and depending on the increase in the amount of these
enzymes, they may be released from cells, which causes hepatocyte necrosis [21,22]. When a
plasma increase in these enzymes reaches 10 or more times the reference values, it can be
understood as reflecting hepatitis caused by drugs. In the present study, the values reached a
maximum of 9.11 for ALT, 8.18 for AST, 6.14 for yGT and 2.9 for alkaline phosphatase
(Table 1). The surveyed literature indicates that a few authors have quantified this elevation
(Table 2) and obtained results similar to those observed in this study, with patients presenting
digestive symptoms but not suggesting hepatic cell injury. Thus, the elevation of the levels of
liver enzymes suggests that the effect of BNZ on the liver generates functional changes in the
cholestatic-type hepatocytes that are only detectable in the laboratory in the majority of cases.

One of the patients drew attention due to a greater elevation of liver enzymes, presenting with
digestive symptoms but not featuring the clinical condition of jaundice. The patient also showed a
cutaneous reaction and hematological change characterized by neutropenia. All of these changes
were rapidly regularized with the suspension of the drug and by treatment with low doses of
corticosteroid for a short period of time. The fact that the enzymes returned to the reference values
rapidly, as occurred in the patients described in this study and those reviewed in the literature,
reinforces the impression that these changes are due to an increase in the amount of the enzymes
in the hepatocytes being translated into a functional deficit rather than a necrotic lesion, not aligning
drug-induced hepatitis with the nosological concept of the disease. There was a late elevation of
liver enzymes at the beginning of the treatment, which was verified in supplementary control tests at
the 30th day. Although there is no clear understanding of the mechanisms involved in BNZ-induced
hepatic changes, the late elevation of enzymes at the beginning of treatment suggests that there
should be a relationship with an increased time of exposure to the drug. Idiosyncratic reaction to the
drug seems to be the most likely mechanism responsible for the adverse events caused by BNZ
since there are both more than one territory of the affected organism and rapid recovery from the
withdrawal of the drug rather than the direct toxic effect of the drug [23,24]. There are no clinical
studies in the litera-ture that directly address the mechanisms that involve AEs when benznidazole
is used.

However, animal studies were performed with the purpose of elucidating the mechanisms
of action of BNZ against T. cruzi and those responsible for the hepatic AE [25,26,27]. Enzy-
matic processes mediated by cytochrome P450 generate nitric compounds that result in free

Table 2. Liver enzymes elevation and presence of other adverse events to benznidazole in literature reports.

Reference Methods Sample size  Follow-up time (years)| AST Elevation ALT Elevation Other adverse events
(cases)
8 Review - - 3x 3x Present
18 Observational prospective | 746 5 > 4x > 4x Present
12 Prospective 6 2 20 x 20 x Present
19 Prospective 20 5 > 3x > 3x Present
20 Case report 1 9 > 5x > 5x Present

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200707.1002
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radicals from oxygen and nitrogen responsible for toxicity not only to the parasite but also, to a
lesser degree, to host cells, culminating in AEs, demonstrated by an elevation of liver
enzymes. One experimental study on the mechanism responsible for the effects of BNZ on the
liver assessed structural lesions in the organ and its collagen content [27] by histopathological
analysis [25]. The findings indicated signs of liver hypertrophy in the group of animals using
BNZ but did not detect an increase in collagen. The authors believe that there are few stan-
dardized structural, ultrastructural and biometric studies on the models investigated for defini-
tive conclusions on the subject. However, the lack of collagen enhancement may be
understood as indicating that the replacement of hepatic parenchyma by cicatricial connective
tissue is not required, suggesting that there is no necrosis produced by BNZ.

It is noteworthy that the patient who presented with a higher enzyme elevation used con-
comitant statin treatment for the treatment of hypercholesterolemia. Because statins use the
cytochrome P450 metabolic pathway, they may interact with other drugs that use the same
metabolic pathway [12,25]. Statins act primarily in the liver, where a special transport system
allows for their incorporation into the hepatic tissue for biotransformation [26]. Thus, it can-not
be excluded that the BNZ interaction with statins may be responsible for the greater sever-ity
of the reported case. In a letter to the editor [27], the authors reported a case that presented
jaundice as early as the third day of treatment with BNZ. They pointed out the lack of similar
observations by professionals who repeatedly, and for a long time, prescribed BNZ. However,
the patient had an expressive indirect bilirubin elevation. Concomitantly, the patient had glu-
cose-6-phosphate dehydrogenase deficiency (G6PD), and the coincidence with hemolytic cri-
sis, and also an interaction with BNZ, cannot be excluded. A similar situation was described in
a summary presented at a scientific event in which the authors reported an individual with Cd
who had direct (1.6 mg/dl) and indirect (4.6 mg/dl) bilirubin elevation with regular AST and
ALT levels, besides anemia, after 28 days of BNZ use [28]. Studies with large numbers of
patients informing hepatic AE report no jaundice, no hyperbilirubinemia and no hemolysis
dependent on this drug. Thus, it is difficult to attribute the elevation of bilirubin to BNZ in the
cases described. However, they were the only reports found in the surveyed literature that
pre-sented such findings in isolated cases. No studies on which drugs may interact with BNZ
or detailed information about drugs used concomitantly with BNZ have been found. Thus, the
possibility of drug interactions, or other liver diseases, and the triggering of BNZ-dependent
hepatic changes remain speculations and suggestions for further investigation.

Another situation raised by an experimental study on rats stated that there could be interac-tion
between the hepatic metabolism of BNZ and infection by T. cruzi since liver involvement may occur
in the natural course of Cd and both situations require a hepatic response for the purpose of
neutralizing nitro and oxidative stress [25]. This experimental study assessed ani-mals in the acute
stage of the disease in which hepatic changes can occur since it is a systemic disease. The
description of hepatosplenomegaly in this situation contributes to this impression [4]. However, it
cannot be said that it occurs in the chronic stage of Cd, although the parasite can be found in the
liver and in other organs. The same experimental study concluded that the group of animals taking
BNZ had greater liver abnormalities than the control group with cha-gasic infection alone and that
the relation of the two situations was not different, concluding that hepatic changes by BNZ occur
independently of the stage of the disease. Finally, for
48.57% of individuals who had an elevation of liver enzymes, the elevation occurred indepen-
dently from other AEs. This demonstrates the need to assess the liver during treatment with BNZ,
without which this AE would go unnoticed and the drug use would be continued.

Because BNZ pharmacokinetic studies in children show a lower plasma concentration of the
drug [29,30] and a lower frequency of the clinical signs of AEs, treatment with lower doses and
different dosing regimens are often used in adults. This is because higher BNZ plasma
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concentrations would be related to a higher frequency of AEs. A new dosing regimen
for BNZ treatment was prepared by administering the same dose of 5 mg/kg/day at
five-day intervals for 60 days [31,32]. However, the AEs, including the hepatic AEs,
typical under standard dos-ages were not changed with this new therapeutic pattern,
in regards to both strength and quan-tity. This demonstrates that the mechanisms
responsible for the AEs to BNZ are not yet completely elucidated.

The efficacy of BNZ in the treatment of chronic Cd in the patients of the current
study should be the objective of another publication, given the relevance of the topic.
However, illus-tratively, there was no negative serology in any case.

The data observed in this study allow us to conclude that adverse events related
to the liver from BNZ occur and are frequent but are controllable and not severe.
They represent eleva-tions of liver enzymes and should be monitored mainly at the
30th day and at the end of the treatment.

Supporting information

S1 Checklist. STROBE checklist.
(DOCX)

Acknowledgments

We would like to acknowledge Irene Albino Luciano Corréa, Administrative
Assistant, for her contribution in obtaining the data herein.

Author Contributions

Investigation: Tycha Bianca Sabaini Pavan, Jamiro Wanderley da Silva, Luiz
ClaAudio Martins, Sandra Ceco6Alia Botelho Costa, Eros AntoAnio de Almeida.

Validation: Tycha Bianca Sabaini Pavan, Eros AntoAnio de Aimeida.
Writing * original draft: Tycha Bianca Sabaini Pavan.

Writing % review & editing: Tycha Bianca Sabaini Pavan, Eros AntoAnio de Aimeida.

References

1. Chagas, Carlos. Molestia de Carlos Chagas ou thyreoidite parasitaria: nova doencEa humana
transmi-tida pelo barbeiro (Conorhinus megistus). Conferéncia realizada perante a AssociacE&o
Medico CiruAr-gica de Minas Gerais. 1911; (20). http://www.bvschagas.coc.fiocruz.br/cgi-
bin/wxis.exe/iah/chagas-pi/ ?IsisScript=iah.xis&lang=pt&base=BVChagas-
Pl&nextAction=Ink&exprSearch=Barbeiro$&label= Barbeiros

2. Benziger CP, Carmo GAL, Ribeiro ALP. Chagas disease in Latin American: na epidemiological update
based on 2010 estimates. Wkly Epidemol Rec. 2015; ( 90): 33+43. PMID: 25671846

3. Il Consenso Brasileiro em DoencEa de Chagas, 2015. Brazilian Consensus on Chagas Disease,
2015. Epidemiol. Serv. SauAde, BrasdAlia. 2016; 25(nuAm. esp.): 7+86.
https://doi.org/10.1590/0037-8682-0505-2016 PMID: 27982292

4, Dias JCP, Coura JR. Aimeida EA(org). Epidemologia e CléAnica da CoinfeccEao. Trypanosoma
cruzi e véArus da imunodeficiéncia adquirida. Campinas. Ed. Unicamp; 2015. p 21222

5. Bern C. Chagas' Disease. Review Article. N Engl J Med. 2015 Jul 30; 373(5):456+66.
https://doi.org/10. 1056/NEJMrai410150 PMID: 26222561

6. Molina |, GoAmezi Prat J, Salvador F, Trevifio B, Sulleiro E, Serre N, Pou D, Roure S, Cabezos J,
Valerio L, Blanco-Grau A, SaAnchez-MontalvaA A, Vidal X, Pahissa A. Randomized trial of
posaconazole and benznidazole for chronic Chagas' disease. N Engl J Med. 2014 May 15;
370(20):1899+908. https://doi. org/10.1056/NEJMoal1313122 PMID: 24827034

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200707 July 20, 2018 9/11




@PLOS ‘ ONE

96

Hepatic changes by benznidazole

7.

10.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24.

Menezes C, Costa GC, Gollob KJ, Dutra W. O. Clinical aspects of Chagas disease and
implications for novel therapies. Drug Dev Res. 2011; 72(6): 471+479.
https://doi.org/10.1002/ddr.20454 PMID: 22267887

Marson ME, Alicheh J, Moscatelli G, Moroni S, GarcdAa-Bournissen F, Mastrantonio GE.
Identification of N-benzylacetamide as a major component of human plasmatic metabolic profiling
of  benznidazole. Eur J Drug Metab Pharmacokinet. 2015; 40(2):209+17.
https://doi.org/10.1007/s13318-014-0195-8 PMID: 24711214

Antunes AF, Maduro SG, Pereira BV, Barbosa Md, Guerra JA, Ferreira JM. Chronic Heart
Disease after Treatment of Oral Acute Chagas Disease. Arq Bras Cardiol. 2016;
107(2):184+186. https:/doi. org/10.5935/abc.20160115 PMID: 27627643

Morillo CA, Marin-Neto JA, Avezum A, Sosa-Estani S, Rassi A Jr, Rosas F, Villena E, Quiroz R,
Bonilla R, Britto C, Guhl F, Velazquez E, Bonilla L, Meeks B, Rao-Melacini P, Pogue J, Mattos A,
Lazdins J, Rassi A, Connolly SJ, Yusuf S; BENEFIT Investigators. Randomized Trial of
Benznidazole for Chronic Chagas' Cardiomyopathy. N Engl J Med. 2015 Oct; 373(14):1295+306.
https://doi.org/10.1056/ NEJMoa1507574 PMID: 26323937

GonzaAlez-TomeA M, Rivera Cuello M, Camafio Gutierrez |, Norman F, Flores-ChaAvez MD, Rodr6Aguez-GoAmez L,
FumadoA V, GarcéAa-LoApez Hortelano M, LoApez-VeAlez R, GonzaAlez-Granado L, GarcéAa-Bur-

guillo A, Santos Sebastian Mdel M, Avila Arzanegui O. Recomendaciones para el diagnoAstico, segui-
miento y tratamiento de la embarazada y del nifio con enfermedad de Chagas. Enferm Infecc Microbiol
Clin. 2013; 31(8):535+542. https://doi.org/10.1016/j.eimc.2012.09.010 PMID: 23374862

Molina I, Salvador F, SaAnchez-MontalvaA A, Trevifio B, Serre N, Sao AvileAs A, Almirante B. Toxic
Profile of Benznidazole in Patients with Chronic Chagas Disease: Risk Factors and Comparison of the
Product from Two Different Manufactures. Antimicrob Agents Chemother. 2015; ( 10): 6125+£31. 26195525

PeArez-Molina JA, PeArez-Ayala A, Moreno S, FernaAndez-GonzaAlez MC, Zamora J, LoApez-Velez R.
Use of benznidazole to treat chronic Chagas' disease: a systematic review with a meta-analysis. J Antimi-
crob Chemother. 2009; (6): 1139+1147. https://doi.org/10.1093/jac/dkp357 PMID: 19819909

PorraAs Al, Yadon ZE, Altcheh J, Britto C, Chaves GC, Flevaud L, Martins-Filho OA et al. Target Product
Profile (TPP) for Chagas Disease Point-of-Care Diagnosis and Assessment of Response to Treatment.
PLoS Negl Trop Dis. 2015 4; 9(6). https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0003697 PMID: 26042730

Vallejo A, Monge-Maillo B, GutieArrez C, Norman FF, LoApez-VeAlez R, PeArez-Molina JA.
Changes in the immune response after treatment with benznidazole versus no treatment in patients
with chronic inde-terminate Chagas disease. Acta Trop. 2016; (164):117+124.
https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2016. 09.010 PMID: 27619190

Camargo ME, SILVA GR, CASTILHO EA, SILVEIRA AC. Inquerito Sorologico da Prevalencia da
Infec-cao chagaAsica no Brasil, 1975/1980. Rev. Inst. Med. trop. Sao Paulo. 1984; (4):192+204.
http://dx.doi. org/10.1590/S0036-46651984000400003

Andrade JP1, Marin-Neto JA, Paola AA, Vilas-Boas F, Oliveira GM, Bacal F et al. | Latin
American guidelines for the diagnosis and treatment of Chagas cardiomyopathy. Arq Bras
Cardiol. 2011; 97(2 Suppl! 3):1+48. PMID: 21952638

Macedo VO. Forma indeterminada da doencEa de chagas. DIAS, JCP, COURA, JR., org. CldAnica
e tera-péutica da doencEa de Chagas: uma abordagem praAtica para o cléAnico geral [online]. Rio
de Janeiro: Edi-tora FIOCRUZ, 1997. 486 p. |. http://dx.doi.org/10.7476/9788575412435

Ferreira HO. Ensaio terapéutico com benznidazol na doencEa de chagas. Rev Inst Med Trop Sao Paulo.
1976 Sep-Oct; 18(5):357164. hitp://dx.doi.org/10.1590/S0066-782X1998000100012 PMID: 827007

Cancado JR. Long term evaluatuion of etiological treatment of chagas disease with benznidazole.
Rev. Inst. Med. trop. S&o Paulo. 2002; (1): 29+37. PMID: 11896410

Coronel MV, Frutos LO, Mufioz EC, Valle DK, Rojas DH. Adverse systemic reaction to
benznidazole. Rev Soc Bras Med Trop. 2017; 50(1):145+147. https://doi.org/10.1590/0037-8682-
0071-2016 PMID: 28327820

DavancEo MG, de Campos ML, Peccinini RG. Rapid and sensitive ultra-high-pressure liquid
chromatog-raphy method for quantification of antichagasic benznidazole in plasma: application in a
preclinical phar-macokinetic study Biomed. Chromatogr. 2015; 29: 1008+1015.
https://doi.org/10.1590/0037-8682-0071-2016 PMID: 28327820

Dooley J.S., Lok A.S.F., Burroughs /ﬁ]k Heathcote E.J. Sherlock's Diseases of the Liver and
Biliary System. Wiley-Black Well, 12" Edition, 2002. p 20+25.

Novaes RD, Santos EC, Cupertino MC, Bastos DS, Oliveira JM, Carvalho TV, et al. Trypanosoma cruzi
infection and benznidazole therapy independently stimulate oxidative status and structural pathological
remodeling of the liver tissue in mice. Parasitol Res. Aug; 114(8):2873+81, 2015. https://doi.org/10.
1007/s00436-015-4488-x PMID: 25912691

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200707 July 20, 2018 10/ 11




@PLOS ‘ ONE

97

Hepatic changes by benznidazole

25,

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Garcia S, Ramos CO, Senra JF, Vilas-Boas F, Rodrigues MM, Campos-de-Carvalho AC, Ribeiro-
Dos-Santos R, Soares MB. Treatment with Benznidazole during the Chronic Phase of Experimental
Chagas' Disease Decreases Cardiac Alterations. Antimicrob Agents Chemother. 2005; 49(4):
1521+1528. hitps://doi.org/10.1128/AAC.49.4.1521-1528.2005 PMID: 15793134.

Perin L, Moreira da Silva R, Fonseca KD, Cardoso JM, Mathias FA, Reis LE, Molina 12, et al. Pharmaco-
kinetics and Tissue Distribution of Benznidazole after Oral Administration in Mice. Antimicrob Agents
Chemother. 2017; 61(4): 2410+16. hitps://doi.org/10.1128/AAC.02410-16 PMID: 28167558.

Fonseca FAH. Pharmacokinetics of statins. Arqg. Bras. Cardiol. 2005; (85): suppl.5.
http://dx.doi.org/10. 1590/S0066-782X2005002400003.

Amato-Neto V, Lopes MH. Carta ao Editor. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical. 2001; (2): 419+21. hitp://www.scielo.br/pdf/rsbmt/v28n4/18.pdf

Faria AC, Gontijo ECDM. Relato de Caso: Hiperbilirrubina como efeito adverso do tratamento da
DoencEa de Chagas com Benznidazol. XIl Semana de IniciacEao CientdAfica. Universidade e
Sociedade DiaAlogos MuAltiplos. XIl Semana de IniciacEo Cientifica UFMG. 09/12/2003 &
12/12/2003. https://www. ufmg.br/prpg/xiisic/trabalhos/Projetos Atividade=2177.html

Bern C, Montgomery SP, Herwaldt BL, Rassi A Jr, Marin-Neto JA, Dantas RO, et al. Evaluation
and Treatment of Chagas Disease in the United States: A Systematic Review. JAMA. 2007;
(18):2171+81. https:/doi.org/10.1001/jama.298.18.2171 PMID: 18000201

SaAnchez AG, Alvarellos E, Kohout I, Rodriguez Schulz DG, Cordeiro E, Caeiro JP, Alvarellos T. Detec-
tion of Trypanosoma cruzi and Treatment Monitoring by PCR from Dried Blood Spot Samples in Chil-dren
F}ev Fac Cien Med Univ Nac Cordoba. 2016; 73(3):176+180. PMID: 27805554

A 32. Alvarez MG, HernandezAY,, Bertocchi G, FernandezA M, Lococo B, RamérezA JC et al. New Scheme of
Intermittent Benznidazole Administration in Patients Chronically Infected with Trypanosoma cruzi:
a Pilot Short-Term Follow-Up Study with Adult Patients. Antimicrob Agents Chemother. 2015;
(2):833+7. https://doi.org/10.1128/AAC.00745-15 PMID: 26596935

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200707 July 20, 2018 11/ 11




