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RESUMO

A Doenca de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana, descoberta por Carlos
Chagas em 1909, tem agente etioldgico o Tripanosoma cruzi, um protozoario
parasita flagelado. E uma zoonose que afeta aproximadamente 16 a 18 milhdes de
pessoas na América Latina, onde mais de 100 milhdes ainda estdo expostos ao
risco da infeccédo. Seu ciclo evolutivo inclui a passagem obrigatéria por hospedeiros
de varias classes de mamiferos, inclusive o homem, e insetos hemipteros,
hemato6fagos, conhecido como barbeiros. A transmissdo d4-se no momento, ou logo
apods a picada, quando os insetos iniciam a defecacdo das formas, sendo essas
como os tripomastigotas metaciclicas presentes nas suas fezes ou urina, penetram
facilmente através de mucosas e € provocada pelo proprio individuo apds a ruptura
da pele que se dar pelo ato de cocar. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é
uma técnica molecular que permite a amplificacdo de sequiiéncias especificas do
acido desoxirribonucléico (DNA) ou de acido ribonucléico (RNA), é uma técnica que
vem sendo muito utilizada no campo da ciéncia devido a sua especificidade e
sensibilidade. A caracteristica mais importante da PCR é a capacidade de amplificar
exponencialmente copias de DNA a partir de quantidade diminutas de material. A
proposta desse estudo foi fazer um levantamento bibliografico para confirmar a
capacidade e confiabilidade da PCR no diagnéstico da DC. A PCR mostrou nos
estudos presentes ser uma ferramenta vantajosa tanto no diagnoéstico quanto na
avaliacao do tratamento da DC.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Tripanosoma cruzi, Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).
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INTRODUCAO

A Doenca de Chagas (DC) é uma doenca endémica da América Latina, onde
cerca de 90 milhdes de pessoas vivem ou estdo expostas a areas de risco de
transmissdo. Em levantamento epidemiol6gico no Brasil, foi demonstrado que a
doenca acomete cerca de trés milhdes de pessoas (DIAS, 2001), e distribui-se em
varios estados, sua ocorréncia depende basicamente da distribuicdo dos vetores
domiciliados (SILVEIRA et al, 1984; MARTINS et al ,1987).

A endemia pode ser colocada no mesmo patamar de enfermidades mundiais
como a tuberculose, desnutricio e parasitoses transmitidas pela agua,
especialmente pelo fato de esta ser restrita a paises em desenvolvimento, que séo
precarios na disponibilidade de recursos (DIAS & DIAS, 1979).

No Brasil, a area correspondente a distribuicdo de triatomineos se refere
principalmente aos dominios paisagisticos correspondentes aos ambientes abertos
tais como cerrado e caatinga (FORATTINI, 1980; DIAS, 1999).

De acordo com Hayes e Schofield, na década de 90 as estimativas
apontavam a existéncia de 18 a 25 milhdes de portadores da DC e, 90 a 100
milhdes viviam sobre risco imediato de infeccdo, com registros de 810.000 novos
casos da doenca a cada ano.

A DC e caracterizada por uma grande variabilidade de sintomas clinicos
(cardiopatia, megaco6lon ou megaesbdfago), ou pode mostrar-se assintomatica
(GILBER, 2007).

No que tange a susceptibilidade a infeccdo pode ser influenciada por fatores
diversos dentre eles: a resposta imune do hospedeiro, viruléncia, tamanho do
inéculo e o tipo de cepa do parasito (ANDRADE, 1979; ANDRADE. et al, 1985;
MAGALHAES, ANDRADE, 1991).

Para diagndéstico efetivo na fase aguda da DC sao utilizados amplamente
diversos exames parasitolégicos diretos dentre o0s quais podemos citar:
xenodiagnéstico, hemocultura e esfregaco do sangue periférico. No entanto, estas
técnicas estdo sujeitas a resultados nao tao satisfatérios, pois, dependem de
diversos fatores.
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A hemocultura e o xenodiagnoéstico sdo exames diretos. A hemocultura
diagnéstica requer repicagens frequentes e um controle regido do ambiente e dos
meios de cultura para se evitar contaminacao por fungos e bactérias o que pode
acabar levando a resultados falsos - negativos. O xenodiagnéstico € um diagnéstico
que requer a criagdo no laboratério de ninfas de triatomineos e, é necessario saber
escolher qual a espécie de triatomineo para que o exame tenha bom éxito (CHIARI
et al. ,1989, GILBER, 2007).

A Técnica de Machado e Guerreiro € uma reacao de fixacdo de complemento,
descrita em 1913. Essa técnica tem sérias limitagdes, pois, tem como base a
realizacdo de uma reagdo muito complexa, que apresentava problemas de
sensibilidade como descritos por Camargo e Takeda em 1979, e Dias e Schofield
1998.

Fife e Muschel (1959) foram os primeiros a padronizarem a técnica de
Imunoflurescéncia Indireta (IFI) para DC. Esses utilizaram formas de cultura do
parasita para realizacdo da reacdo em tubos. Posteriormente Camargo (1966),
padronizou a mesma reacao em laminas e, em 1974 descreveu vantagens de se
utilizar essa técnica em laboratérios clinicos. Porém essa reacado € passivel de
reacdes cruzadas com Leishmania, e outros tripanosomatideos, ndo sendo esse
método 100% especifico, mas com sensibilidade em torno de 95%
(CAMARGO,1979).

Outro método indicado pelo Ministério da Saude é o Imunoenzimatico ou
reacado de ELISA. Esse ensaio foi padronizado na década de 70. Essa técnica chega
proximo ao teste de imunofluorescéncia indireta (IFl), porém sofre a mesma
limitagdo, pois, a sua reagdo apresenta cruzamento com Leishmania, nao sendo
100% especifico, assim como, o método anterior (CERISOLA et al. 1962;
CAMARGO, 1966; FERREIRA, et al., 1995, VOLLER et al. 1975).

Os métodos indiretos (soroldgicos) sao alicerces no diagndstico da doenca de
Chagas cronica devido a sua boa sensibilidade. Devidos os niveis de anticorpos
circulantes que sao detectaveis com precisdo mesmo décadas apoés a infeccao
(VATTUONE et al., 1976; KIRCHOFF et al., 1993).

O exame direto com a utilizagdo da técnica da PCR foi introduzido para
detectar especificamente o DNA do T. cruzi e, tem sido requisitado como um exame
complementar para o diagnéstico da doenca de Chagas tanto na fase aguda como

na fase cronica.
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Esse teste € capaz de detectar o equivalente a uma célula do parasita em
quantidade diminuta de sangue, sendo capaz de diagnosticar o insucesso precoce
do tratamento com drogas antitripanosomicida, como forma de acompanhar o
paciente e estabelecer um critério para cura (BRITTO, 2009).

Muitos estudos demonstram a especificidades para detecg¢ao do T. cruzi, pelo
PCR, dentre as diversas outras técnicas utilizadas para diagnosticar a DC com
auséncia de reacOes cruzadas e com especificidade/sensibilidade alta (MIYAMOTO
et al. 2006).

Este trabalho de revisdo bibliografica justifica-se por reunir diversos estudos
sobre a técnica de PCR como uma ferramenta complementar de alta sensibilidade
no diagndstico da doenca Chagas.

Os achados da presente trabalho poderao corroborar a nivel de graduacéao
para melhoramento e interpretacdes dos estudos experimentais, assim como, dos
casos clinicos que podem ser facilmente observados em pacientes de areas
incidentes que sao expostos a varias infeccoes parasitarias, observando que a DC é
considerada uma doenga negligenciada causada por acdes antrépicas e de alto
impacto para o Sistema Unico de Satde (SUS).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente trabalho teve como objetivo analisar, através de revisdo

bibliografica, a eficacia da técnica Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), como

ferramenta de diagnostico para infeccdo da doenca Chagas.

2.2 Especificos

Sistematizar informacdes bibliograficas a respeito da eficacia da técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) no uso do diagnéstico da doenca
Chagas;

Avaliar a especificidade da técnica da Reagcdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) como diagndéstico da doenca Chagas;

Comparar a eficacia da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para
avaliagdo diagnostica (monitoramento) de cura durante o tratamento da
doencga Chagas.
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METODOLOGIA

O presente trabalho trata-se de uma pesquisa bibliografica documental que
consiste em expor estudos e andlises de varios autores acerca do tema proposto e
onde resultara na apresentacéo de um panorama do tema (KOCHE, 1997).

Para o desenvolvimento deste trabalho monografico foi efetuado um
levantamento documental de artigos cientificos especificos em revistas cientificas
eletrénicas e sites de busca. Nestes sites foram realizadas pesquisas recorrentes e
processuais referentes ao tema, a capitulacdo dos artigos foi realizada utilizado o
nome do pesquisador e palavras-chave como “T. cruzi and PCR. ApGs essa atividade
os artigos foram selecionados para uma posterior leitura. Ainda via internet foram
utilizados sites especializados em artigos cientificos como Portal da CAPES', Scielo?
e PubMeD.com®. Nestes sites, foram realizadas pesquisas mais especificas o que
torna o trabalho atualizado e menos cansativo.

Alguns artigos também foram pesquisados e cedidos gentiimente pela
biblioteca da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)/Gongalo Muniz, onde alguns sites
ja citados anteriormente como Portal da Periddicos eram pagos, os artigos foram
viabilizados através do sistema de acesso da prépria biblioteca.

Tendo entdo os materiais a serem estudados em méos, um trabalho de leitura
e triagem foi feito em busca de informagdes de extrema relevancia para o presente
trabalho. Estes dados foram avaliados e selecionados de forma a manter apenas os

dados confiaveis e de importancia para o desenvolvimento do mesmo.

! Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior.
2 A Scientific Electronic Library Online.
% Publicagbes Médicas.
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4. FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 Histoérico, Aspectos Bioldgicos e Taxonémicos da doenca de Chagas

A doenca Chagas ou tripanosomiase americana, atualmente é considerada
uma zoonose e um problema de Saude Publica em toda a América Latina (AL),
sendo seu agente etioldgico o Trypanosoma cruzi, descoberto por Carlos Chagas em
Lassance, Minas Gerais, em 1909.

A doenca de Chagas afeta cerca de 16 a 18 milhées de pessoas na AL, onde
se acredita que ainda existem mais de 100 milhdes de expostos ou em risco de
infeccdo, sendo a quarta doencga transmissivel de maior impacto na AL (COURA,
2007; DIAS, MARCEDO, 2005; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002).

A prevaléncia da DC no Brasil ndo é uniforme em sua distribuicao Geografica,
sendo 4,2% no meio rural e 2,7% na populacdo em geral, elevando-se para 3,2%
com a inclusdo do estado de Sao Paulo, segundo o inquérito nacional realizado
entre os anos de 1975-1980 (FURUCHO, 2006).

Nos anos 70, o Estado de S&o Paulo iniciou o combate ativo contra o
Triatoma infestans, o principal vetor domiciliado da doenca no Brasil, com o
programa de borrifacdo de inseticidas em residéncias e locais onde se encontrava o
inseto, visando sua completa erradicacao, pois, esse triatomineo foi o que melhor se
adaptou ao domicilio humano (SCHUMUNIS, 1997). Esta espécie foi erradicada nos
anos 80, o que propiciou a diminui¢ao radical da transmissdo da DC por via vetorial.
Outros Estados brasileiros foram aderindo a campanha de erradicagédo do T.
infestans aumentando a eficacia do programa (SCHUMUNIS, 1997).

Os dados mostram que casos de infeccao pelo Triatoma infestans, foi
controlado em todo o Brasil, com excecdo dos Estados de Tocantins e Bahia
(SILVEIRA et al.,2000). Com esse controle da doenca houve uma mudanca de perfil
epidemiologico da doenca Chagas gracas a grande migracdo do campo para as

grandes cidades, assumindo importancia outras vias de contaminacao tais como: a
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transfusional, congénita, transplante de 6rgaos e por acidentes laboratoriais (DIAS et
al., 2000).

O Trypanosoma cruzi agente etiologico da doenca Chagas, possui um ciclo de
desenvolvimento heter6xeno que passa por mudangas morfolégicas complexas em
seu ciclo de vida no hospedeiro vertebrado da classe Mamaélia e no inseto
hematéfago da Ordem Hemiptera Familia Reduviidae (Figura 01).

E caracterizado pela presenca de um flagelo e uma Unica mitocondria o
cinetoplasto (Figura 02). Em hospedeiros vertebrados da Classe Mamalia, ocorrem
as formas tripomastigotas sanguicolas e amastigotas intracelulares (forma de
reproducao do parasita) (Figura 03). Em hospedeiros invertebrados e em meios de
cultura predominam as formas epimastigotas (REY,1991; SCHAUB, 1989).

Em relacdo a taxonomia esse parasita, pertence a Subfamilia Stercoraria
compreendendo os subgéneros: Herpetosoma, Megatrypanum e Schizotrypanum
(SMYTH, 1994). Onde estdo incluidos os tripanosomas que tem ciclo de
desenvolvimento completado na porcéo retal do vetor com liberacdo das formas
infectivas pelas fezes ou urina, pertencente a essa secdo o Trypanosoma cruzi e

Trypanosoma lewisi (WHO, 1978).

Figura 1 Ciclo peridomiciliar do Trypanosoma cruzi: em seus hospedeiros silvestres A, e em homem
B. Fonte: Teixeira, (2007).
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Legenda
F Flagelo

K Cinetoplasto
N Nducleo

Figura 2 Representacdo no Trypanosoma cruzi de um flagelo, cinetoplasto e nucleo. Fonte:
http://www.tpub.com/content/armymedical/2004/07im.jpg. (modificado, 2011).

Nos ultimos dez anos, uma série de iniciativas e programas multinacionais
adotados por multiplos paises em especial o Brasil, levou a reducdes significativas
nos indices de infeccdo por vetor que significou melhora da qualidade de vida em
milhares de habitantes tanto no Brasil como nas Américas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002).

No inicio da década de 1990, a DC foi classificada tanto pela Organizacao
Mundial quanto pelo Banco Mundial, como a mais grave das doencas parasitarias
com impacto socioeconémico na AL, consideravelmente maior do que os efeitos
combinados de todas as outras infecgdes parasitarias do mundo (WORLD BANK,
1993).

Figura 3 Observa-se na figura (A) a representagdo microscopica de sangue em lamina: presenca de
Trypanosoma cruzi com presenca de flagelo (fase de desenvolvimento tripomastigota). Fonte:
plterra.blogspot.com/2007/02/reino-protoctista.html. Na figura B, observa-se fotomicrografia de tecido
muscular contendo no seu interior ninho parasitario com formas amastigotas de Trypanosoma cruzi.
Guerreiro, S.L.M ; 2009.
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A infeccdo pelo Trypanosoma cruzi € transmitida por barbeiros ou
triatomineos, vetores da DC. O inseto insere sua prosbdcide (estilete) na pele de sua
presa e captura o sangue que necessita, esse tempo de alimentacdo dura em torno
de dez minutos. No momento em que o barbeiro se alimenta, o abdémen do inseto
se transforma de uma estrutura achatada em globular, e deposita seu excremento
contaminado com formas infectantes (tripomastigotas metaciclicas) do Trypanosoma
cruzi proximo do local da picada na regido da pele (TEIXEIRA, 2007).

A evolucdo das formas infectantes ocorre na porcdo anterior do intestino
médio do hemiptero, onde as formas tripomastigotas sanguicolas transformam-se
em esferomastigotas que € caracterizada por apresentar-se arredondada com
flagelo livre, é a transicdo entre a forma amastigota e as formas flageladas. E
encontrada nos hospedeiros invertebrados e posteriormente em epimastigotas. As
formas epimastigotas, ao chegarem a porcdo posterior do intestino médio,
encontram um ambiente bioquimicamente favoravel, onde se instalam e mantém a
infeccdo durante toda a vida do inseto, restabelecendo a capacidade reprodutiva do
parasita, através de uma multiplicacdo ativa por divisdo binaria. Essas formas ao
chegarem ao intestino posterior dos triatomineos, sofrem uma metamorfose
retomando a forma tripomastigota. A transformacdo de epimastigotas em
tripomastigotas metaciclicos (metaciclogénese), € um fenémeno intrinseco e
determinante no ciclo de vida deste parasita (REY,1991;SCHAUB, 1989).

4.2 Aspectos epidemioldgicos

Os aspectos epidemioldgicos distinguem-se basicamente em dois com base
na circulagdo do Trypanosoma cruzi na natureza: ciclo silvestre e ciclo doméstico do
parasita. Esse aspecto é responsavel pela ampla distribuicdo que vai desde o Sul
dos Estados Unidos da América até a Patagdnia, geograficamente situado ao nivel
do paralelo 49° S (CIMERMAM, 2005).

No ciclo de transmissao da tripanosomiase americana, participam mais de
duzentas espécies entre hospedeiros e triatomineos silvestres. O Trypanosoma cruzi

circula naturalmente entre os mamiferos silvestres e no inseto vetor. Entretanto, os
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ciclos da DC nestes animais permanecem com muitas duvidas, devido a
complexidade dos inumeros hospedeiros e vetores envolvidos. O ciclo doméstico €
bem estudado e desse participam o homem, animais sinantropicos e triatomineos
domiciliares. Seu inicio ocorreu quando o homem passou a ocupar 0s ecotopos
silvestres, em vivendas rurais, oferecendo abrigo e alimento abundante aos vetores
(VINHAES, DIAS, 2000).

Inicialmente a DC era exclusivamente de animais e triatomineos silvestres,
com o passar do tempo a doenca passou a acometer também os homens, na
medida em que o homem avangou em territérios antes exclusivamente silvestres,
modificando o ciclo silvestre ou natural da infecgcdo promovendo multiplas infeccdes
e microepidemias na zona rural e urbana (NEVES, 1998).

Os principais elos da cadeia epidemiolégica que se destacam na doenca de
Chagas sao: mamiferos silvestres, ninhos, triatomineos silvestres, Trypanosoma
cruzi; casas domiciliares, mamiferos domésticos, triatomineos domiciliados, homem,
onde esse elo compde uma biocenose, uma associacao de seres de espécies em
areas alimentares ou areas de abrigo (NEVES,1998).

Para que a infec¢do chagasica ocorra em condi¢gdes naturais € necessario,
em primeiro lugar, que haja o contato das pessoas com os triatomineos infectados
com o Trypanosoma cruzi. Participam do processo de infeccdo diversas outras
variaveis dependentes do vetor, como seu grau de antropofilia, tempo entre a picada
e a defecacao, numero e quantidade de evacuagdes na unidade de tempo e o
namero de parasitos eliminados nas fezes ou urina.

Além disso, a infeccdo depende do percentual de formas infectantes nas
fezes do barbeiro e sua capacidade de penetracdo bem como da intensidade do
prurido causado pela picada levando o paciente a cocar-se e levando o parasito ao
local da picada ou as mucosas. Considerando que a transmissao da infeccao é feita
pelas fezes e pela urina dos triatomineos, é de grande importancia o tempo de
defecagao, aqueles triatomineos que defecam imediatamente apds o repasto ou
durante a picada, como o Triatoma infestans Klug, 1834 e o Panstrongylus megistus
,Burmeister, 1835, depositando as fezes no local da picada, tém grande importancia
na transmissao.

Por outro lado, triatomineos que defecam minutos depois do repasto, quando
ja estao fora do paciente, como o Triatoma vitticeps ,Stal, 1859, tém pouca ou

nenhuma importancia na transmissao (DIAS, 2005).
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4.3 Resposta imune a Trypanosoma cruzi

Na infeccdo aguda pelo Trypanosoma cruzi a imunidade inata ndo previne a
expansao parasitaria do parasita pelo corpo o que permite que a infeccao expanda-
se até alcancar niveis elevados do parasita. Ja na fase cronica da infeccao, as
reacOes imunoldgicas adquiridas mais eficazes contra o parasita acabam deixando
raras formas circulantes tornando a parasitemia subpatente.

No que tange a fase crénica da infeccao pelo Trypanosoma cruzi, essa tem
sido extensivamente analisada em hospedeiros mamiferos (TEIXEIRA, 1987). Nesta
fase as reacdes imune comegam pelos anticorpos da classe IgM e pelas subclasses
de IgG e IgG2a, associada a reacdes de imunidade celular incluindo linfécitos T CD4
e CD8. Os macrofagos agem apresentando os antigenos aos linfocitos, ativando-os
para torna-los mais eficientes na destruicdo das formas intracelulares do parasito
(FREIRE, PECANHA, 1996).

Sao multiplos os mecanismos pelos quais a resposta imunolégica (humoral e
celular) adquirida é regulada durante o curso da infeccao pelo Trypanosoma cruzi.
Na imunoprotecao os linfécitos CD4™ sdo os principais componentes de inducéo da
imunidade protetora, ja os CD8" sédo responsaveis pela acdo efetora citolitica contra
infecgdes pelo Trypanosoma cruzi (TARLETON, 1991).

Varios estudos clinicos e experimentais, véem demonstrando que linfécitos
CD47/TCD8*, a citocina interferon-gama (IFN) produzida pelos macréfagos sao
importantes no controle da multiplicacdo do parasito durante a fase aguda da
infecgdo. A imunodepressao e o silenciamento de certos genes nos linfécitos CD4" e
CD8" diminuem a resposta inflamatéria e consequentemente a liberagdo de
parasitos nos tecidos (TARLETON, 1991).

Dados da literatura revelam a caréncia ainda na atualidade de técnicas
capazes de detectar ou descrever os varios mecanismos de regulacdo nas respostas
imunes inata e adquirida, contra a infeccdo chagasica tanto em modelos
experimentais, como em humanos infectados com o Trypanosoma cruzi. Em vista
disso, pesquisadores em varias linhas de investigacdo sugerem a criacdo de redes
multidisciplinares, visando a perspectiva de interagdo dos conhecimentos, visando a

melhores interpretacées no que tange aos aspectos clinicos, ndo obstante opinides
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entusiastas de autores que alardeiam o desenvolvimento de vacinas contra a
infeccao chagasica (KIERSZENBAUM,1993; DOS REIS,1999).

4.4 Patologias da Doenca de Chagas

Em relacdo a transmissao classica da DC para o individuo, essa se faz,
quando esse entra em contato com as dejecdes intestinais do inseto vetor
(triatomineo), contaminadas com as formas tripomastigotas metaciclicas, através
das mucosas, outros liquidos de continuidade, ou e alternativamente por outros
mecanismos nao vetoriais (LARANJA, 1953).

A infeccao chagasica pode apresentar-se em duas fases distintas ja citadas
acima: na fase aguda ou inicial assintomatica, podendo ser fatal em ate 10% dos
casos graves. A grande maioria dos Obitos da-se por miocardite ou por
meningoencefalite quase sempre fatal nos menores de dois anos de idade, segundo
observacdes de préprio Carlos Chagas (CARLOS, 1916). E caracteriza-se pelas
primeiras manifestacdes clinico-imunolégicas, em resposta a interacao parasito-
hospedeiro, desencadeada pela penetracdo do parasito nas células alvo. Nos
humanos e no animal experimental, essa fase inicial da infeccao, é observada pela
intensa multiplicacdo do parasito, tendo como conseqiéncia o surgimento dos
primeiros focos inflamatérios (ANDRADE, 1979).

No inicio da infeccdo, tripomastigotas aparecem no sangue e se espalham
pelo organismo do infectado, multiplicando-se no interior do macrofago do
hospedeiro e em outras variedades de células, com predominancia de alguns 6rgaos
como: bago, figado, linfénodos, tecidos conjuntivos intersticiais, miocardio ou
musculo esquelético. Alguns parasitos, sob a forma de tripomastigotas, recirculam e
voltam a se localizar em outras células, reiniciando o ciclo (MUNIZ, 1947; VIANNA,
1911).

A evolucdo e o progndstico freqlientemente ndo sdo malignos levando os
individuos a fase crdnica indeterminada da infec¢do. A fase aguda pode durar de um
a trés meses apos a infeccdo e € caracterizada por uma intensa parasitemia, sendo

na maioria dos individuos imperceptivel devido a escassez ou auséncia de
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manifestacbes clinicas. A presenca do parasito desencadeia uma intensa reagao
inflamatéria, com conseqlente formagcdo de anticorpos especificos, a partir da 12
semana do periodo de incubacao da infeccdo, o que pode corresponder ao inicio da
parasitemia (AMATO-NETO et al., 1997).

E nessa fase da infeccdo e a depender do local da inoculagéo do parasito, que
0 macrofago a célula com maior chance de adesao, pode fagocitar o parasito que
passa a se multiplicar podendo sofrer expansao intracelular, assim, como em
qualquer outra célula do hospedeiro (NEVES, 1998).

A outra fase € conhecida como fase crénica, que se caracteriza por uma
miocardite (inflamacdo do miocéardio, a camada muscular grossa da parede do
coracao), progressiva associada a presenca de células inflamatérias mononucleares,
areas de necrose de fibras cardiacas e musculares, formacao de trombos,
envolvimento do sistema nervoso autbnomo e do sistema excito-condutor do
miocardio, dilatacdo de camaras cardiacas e fibrose cicatricial (ANDRADE, 1979;
ANDRADE, 1999; ANDRADE et al., 2000).

Essa fase € também marcada pela escassez de parasitos no sangue e pelos
elevados niveis de anticorpos, destacando-se devido a sua elevada
morbimortalidade nas areas endémicas (CANCADO, 1985). A inflamagdo e a
miocitélise e fibrose ocorrem progressivamente, acometendo os trés folhetos do
6rgao, onde o volume pode ser normal, pequeno ou grandemente aumentado
(LOPES, 1997).

0] reconhecimento desta fase em pacientes
assintomaticos é feita pelas alteragdes eletrocardiograficas associadas a
cardiomiopatia crénica. Estudo prospectivo mostrou que entre a populagao
com infecgéo crénica pelo Trypanosoma cruzi, 57 por cento das mortes sao
devidas as doengas de Chagas, onde destes, 58 por cento morrem de
insuficiéncia cardiaca e 37,5 por cento sdo acometidos por morte subita. O
restante dos pacientes morrem de doenca digestiva, megaeséfago ou
megacolon (PRATA, 1975, p. 191).

O diagnéstico desta fase tem como base os exames soroldgicos devido a alta
quantidade de anticorpos que existe, assim, os exames parasitoldgicos diretos ou
indiretos ndo sdo recomendados, por apresentar baixa sensibilidade (MS, 2005),
possuindo, entretanto 100% de especificidade, porém nao podem ser considerados
como padrdes por terem uma sensibilidade limitada (YASUDA, LINDOSO .2003).

O diagnéstico laboratorial na fase crénica da DC se da por diversas técnicas e
métodos citados anteriormente. Com o passar do tempo e do advento de novas



24

tecnologias, outros métodos e técnicas foram sendo incorporados como ferramentas
na busca e deteccédo de critérios de cura. Em ordem cronolégica temos o0 uso da
Hemaglutinacdo e da Imunofluorescéncia Indireta. Ambos os métodos indiretos e, a
reacdo de ELISA realizados respectivamentes (CERISOLA et al. 1962; CAMARGO,
1966; VOLLER et al. 1975).

Posteriormente novos testes utilizando-se de métodos moleculares surgiram
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que emprega uma solucao mix de
nucleotideos sintéticos e um DNA como marcador positivo.

4.5 A PCR e suas multiplas aplicacoes

A Reacédo em Cadeia da Polimerase é uma técnica molecular que permite a
amplificacdo de sequéncias especificas do acido desoxirribonucléico (DNA) ou de
acido ribonucléico (RNA), sendo este ultimo realizado a partir da sintese de acido
desoxirribonucléico complementar (cDNA) utilizando-se a enzima transcriptase
reversa. A PCR foi originalmente descrita por SAIKI et al.(1985) e, aprimorada por
Mullis, et. al. (1987) e consequentemente tem sido utilizada em varios campos da
ciéncia (VIEIRA, 2009).

A PCR é uma técnica com alta especificidade/sensibilidade e de ampla
aplicabilidade, com centenas de métodos descritos. A caracteristica mais importante
da PCR é a capacidade de amplificar exponencialmente copias de DNA a partir de
quantidade diminutas de material. Esta técnica pode ser utilizada na realizacao de
estudos de DNA obtidos de apartir de mudltiplas amostras celulares, sendo
atualmente utilizado como técnica complementar no diagnéstico laboratorial de
multiplas infec¢des (CHEN, et al. 2003).

Recentemente, a PCR sofreu um extraordinario avanco, com o
desenvolvimento de métodos quantitativos automatizados, baseados em sondas
fluorescentes e de aparelhos capazes de monitorar em tempo real a reacdo de
amplificacdo (CAVALCANTI et al, 2008).
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Para a realizagcdo da PCR, existe a necessidade da obtencdo de acidos
nucléicos, trazendo na literatura algumas técnicas que descrevem a sua importancia
onde sao utilizadas substancias e estratégias diferentes (BOOM, 1990).

Dentre os diversos métodos para extragcao do DNA o mais utilizado sao fendis
com digestao enzimatica, particulas de silica associadas a digestao enzimatica e
particulas de silica sem digestao enzimatica. Essa técnica de extracdo também pode
ocorrer na presenca de digestdo com enzimas proteoliticas, purificacdo com
solventes organicos e precipitacao com etanol (GOELZ, et al. 1985; JACKSON, et al.
1990).

A PCR ja existe para deteccdo de uma série de enfermidades, como por
exemplo, para AIDS, onde amostras de pacientes positivos sdo submetidas ao teste
de quantificacao viral. Também ja se vem utilizando essa técnica com sucesso para
confirmacgéao do diagnéstico de hepatites B e C (GILBER, 2007).

Quando se pretende incluir uma nova técnica de diagndstico na rotina dos
Laboratérios de Analises Clinicas, deve-se ainda observar sua eficacia quanto a
sensibilidade e especificidade, sendo que a mesma deve ser preferencialmente de
baixo custo, baixa complexidade e deve desprender o minimo de tempo para se
alcancar o resultado preciso e desejado (MARCON et al., 2002).

4.6 Uso da PCR como meio de diagnostico da doenca de Chagas.

Existe atualmente um arsenal de técnicas laboratoriais para o diagnostico da
doenga de Chagas humana. No entanto, poucos trabalhos sobre seu diagnéstico
levaram em consideracdo a diversidade genética do agente etiolégico, o
Trypanosoma cruzi.

Varias publicacbes recentes tém demonstrado associacdo estatistica entre
divergéncia filogenética e as propriedades biolégicas dos gendtipos de Trypanosoma
cruzi (REVOLLO et al.,, 1998; TOLEDO et al., 2002 e 2003). Recentemente, a PCR
vem demonstrando elevada sensibilidade na deteccdao de DNA de Trypanosoma
cruzi em amostras de pacientes na fase crénica doenca de Chagas (BRITTO et al,,
1993; DIAZ, 1992; GOMES et al. , 1998).
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A Reagdo em Cadeia da Polimerase constitui-se como instrumento
diagnéstico valioso, notadamente no caso de doencas infecciosas graves, devido a
sua capacidade para detectar e distinguir agentes infecciosos de forma direta com
maior sensibilidade/especificidade (SILBER et al, 1997).

E capaz de detectar Tripanosoma cruzi em pacientes, a partir de amostras de
sangue periférico, 30 dias antes do aparecimento de sinais e sintomas da doenga ou
mesmo de reativacdo da mesma (MALDONADO et al., 2004).

As varias reacoes diferentes da PCR visam ampliar o DNA do cinetoplasto ou
DNA satélite nuclear. Essas técnicas tém sido usadas com sucesso para
diagnosticar a infecgao pelo Trypanosoma cruzi na fase crbnica da doencga, sendo
uma boa maneira de avaliar a persisténcia dos poucos parasitos existentes nesta
fase da infeccéo (WOR, 2002).

Considerando-se, portanto, que pacientes chagasicos moradores de areas
endémicas estdo sujeitos a infeccdo por multiplos patégenos, reveste-se de
importancia a associacdo de meétodos classicos de diagnostico (parasitolégicos)
juntamente com os modernos (moleculares), como ferramentas para um diagnéstico

seguro e preciso da doenca de Chagas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com a opinido dos autores nos artigos utilizados na pesquisa,
buscou-se evidenciar de forma especifica as vantagens e especificidade da PCR
quando comparado aos outros métodos de tratamento como: xenodiagnéstico e a
hemocultura para diagnéstico da doenca de Chagas.

Quando comparado com os testes parasitolégicos (xenodiagndstico ou
hemocultura) para diagnéstico da doenca de Chagas, a técnica de PCR (Wincker et
al 1996;. Britto et al. 1995a) mostrou-se consideravelmente mais consistente em
termos de sensibilidade.

De acordo com Yan & Rothman (2004) e Luquetti & Rassi (2000), a utilizacao
da PCR tem-se mostrado um teste vantajoso, pois se fazendo uso deste
procedimento, o0 mesmo revelou resultados vantajosos em relacdo a tempo
empregado e aos métodos parasitolégicos diretos. No entanto, tal procedimento
metodolégico ainda requer investimento e pesquisadores qualificados para
desenvolvimento e melhoramento na manipulacao da técnica, pois € uma técnica
complexa e com facilidade de contaminacéo.

Por outro lado, o sistema TagMan, que é uma técnica de PCR em tempo real,
fornece dados quantitativos precisos sem necessidade de analise bioquimica
posterior dos produtos amplificados, evitando desta forma os riscos de contaminacao
laboratorial pelos amplicons, um dos problemas inerentes a tecnologia de PCR
(MARIN, et al. 2002; MONTARINO et al.2004).

A Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR), segundo Avila et al. (1993) e
Wincker et al. (1994), € um método de diagndstico com alta confiabilidade em
relacdo xenodiagndstico ou sorologia em clinicas e em estudos epidemiologicos da
DC na fase crbnica, a especificidade dessa reacao esta em torno de 45 a 100%. Ja
que o xenodiagnostico apresenta positividade entre 9% a 87,5% (BARBOSA et al.
1983; BORGES et al 1989). J& hemocultura tem alcancado na mesma fase da
doenca, 0% a 94% de positividade (BARBOSA et. al. 1983; BRENER et al. 1992).
Pode-se perceber que, dentre os métodos citados acima, a PCR mostra-se mais
especifica para diagnosticar a fase cronica da DC, vindo a confirmar com os achados
descritos nesse levantamento bibliografico.
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A PCR pode ainda ser mais utilizada no acompanhamento de pacientes
tratados para verificagdo da persisténcia de parasitos, apresentando-se mais
satisfatério que o xenodiagndstico (BRITO et al. 2001).

Neste contexto é importante salientar a importancia do procedimento e uso da
PCR como meio de diagnéstico em modelos humanos e experimentais, esse
procedimento tem demonstrado alta sensibilidade na deteccdo de DNA de
Tripanosoma cruzi (AVILA et al. 1993; GOMES et al. 1998; MOSER et al. 1996).

Alguns estudos, porém, afirmam que a técnica da PCR pode nao ter uma alta
sensibilidade em relacdo aos outros métodos. Em um estudo publicado em 1995 em
coletas de T. infestans da Argentina, a discrepancia entre os dois métodos
(microscopia e PCR), foi 14,70%: microscopia foi significativamente mais sensivel
que a PCR quando comparado a ampliacao da regiao hipervariavel dos minicirculos
do DNA do cinetoplasto de Tripanosoma cruzi (MARCET et al 2006). Mas
normalmente multiplos estudos afirmam ser a PCR é um método mais sensivel, por
exemplo, uma publicagdo de 1996, demonstrou a deteccao de Trypanosoma cruzi
em T. infestans alimentados em pacientes com DC crénica superior a 46% quando
comparado a deteccao do exame microscopico (SHIKANAI et al.1996).

A Reacao em Cadeia da Polimerase apresenta-se como uma alternativa no
controle péds-terapéutico pela sua maior sensibilidade frente os testes
parasitolégicos diretos (hemocultura e xenodiagnéstico) por serem esses de baixa
sensibilidade com resultados negativos e por vezes inconclusivos apés tratamento
(BRITTO et. al. 1995; COURA et. al. 1996; GOMES et. al. 1999).

Na busca para desenvolver testes mais sensiveis, estudos clinicos e
experimentais, passaram a utilizar a tecnologia de PCR com o objetivo de detectar
especificamente Trypanosoma cruzi. Nessa técnica, o DNA de amostras de sangue
de pacientes chagasicos, sdo coletados e avaliados abrindo novas possibilidades no
diagnéstico e, na avaliacao de follow-up, que visa sempre buscar respostas quanto
ao sucesso da quimioterapia anti-chagasica (Avila et al. 1991, 1993, 2001,Junqueira
et al. 1996, Gomes et al. 1998, 1999, Castro et al. 2002 ;Galvao et al. 2003).

A PCR também tem se mostrado ser uma técnica bastante eficaz na detecgao
de uma série de enfermidades e outras doencas como: AIDS, onde amostras de
pacientes positivos sdo submetidas ao teste de quantificacdo viral, e com sucesso
para confirmacao de diagnéstico de hepatites B e C (GILBER, 2007).
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Quando usado o teste da PCR para diagnosticar a DC, ela independe do
estagio em que a doenga se encontra, independe também do tamanho (estadio de
vida) ou habitat do triatomineo.

As apresentacoes de hipéteses moleculares da PCR em tempo real sao Uteis
na demonstracdo dos niveis absolutos de Tripanosoma cruzi circulantes em
individuos infectados, permitindo descrever uma possivel associacao entre a carga
parasitaria e formas clinicas da DC. Do mesmo modo, ensaios da PCR em tempo
real sdo mais vantajosos em relagdo ao PCR convencional, essas vantagens sao:
maior rapidez na obtencdo dos resultados (eliminacdo da etapa de detecgdo dos
produtos po6s-PCR); eliminagdo da possibilidade de resultados falso-positivos
decorrentes de contaminacdo com produtos previamente amplificados (elimina a
manipulagdo de amplicons); possibilidade de andlise de um grande numero de
amostras em um unico ensaio e possibilidade de detec¢do ndo apenas do patégeno,
mas também a sua quantificagao absoluta (MAIA et al. 2010).

Segundo Blanco et al. (1999, 2000), a Reacdo em Cadeia de Polimerase é
uma ferramenta Gtil para a deteccao precoce de falha do tratamento em pacientes
que iniciam tratamento na fase indeterminada da doenca. Foi demonstrado que a
PCR ndo é um método adequado como unico diagnéstico nesta fase da DC, mas
sim como um complemento a sorologia, (WINCHER et al.1996). Apesar do alto custo
e quando a obtencao de resultado diferentes em diferentes pesquisas tanto na fase
croénica como na aguda da doenca, o Ministério da Saude, ndo indica a PCR devido
da alta eficacia como um teste complementar pds tratamento.

Gilber (2007), em seu trabalho de avaliagdo dos diferentes testes sorolégicos
e moleculares para diagnostico DC, observou resultados discrepantes quando
comparado os testes de ELISA, IFI (Imunofluorescéncia indireta) e PCR, em seus
grupos de pacientes. Esses grupos advém de varios grupos epidemiologicos dentre
eles: pacientes ambulatoriais com DC, pacientes encaminhados pelas Regionais de
Saude do interior do estado do Parana e pacientes do servico de Endoscopia Per -
Oral. Todos os pacientes que foram submetidos a esses testes tiveram seus
resultados conclusivos para a DC. Para os pacientes do ambulatério o resultado
obtido com a positividade para o teste ELISA foi 58,8%, e para o IFl 61,8%
aproximadamente. Quando os resultados foram com os pacientes do Servigco de
Endoscopia Per — Oral, verificou-se 75,8% de positividade tanto para o teste ELISA
como para o IFI, e por fim os pacientes encaminhados pelas Regionais de Saude do
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interior do Estado onde foram encontrados triatomineos em suas moradias, deram
resultados semelhantes entre o IFl e ELISA em torno de 50% de positividade.

Os resultados encontrados por Gilber (2007) foi concordante com Teixeira et
al. (1994), onde ambos avaliaram diferentes testes soroldgicos, encontrando 100%
de sensibilidade para o teste ELISA e especificidade de 94% em pacientes na fase
cronicos da DC, e para o teste IFI foram encontrados 100% de sensibilidade e 95%
de especificidade. Apesar dos resultados encontrados ambos os métodos
apresentaram reacdes cruzadas com outras doencas como a leishmaniose visceral
ou tegumentar, dificultado assim seu uso como resultado final.

O estudo acima s6 confirma que o trabalho feito com os métodos ja citados
(sorolégicos) nao sao de todo confiaveis devido o cruzamento com outras doencas,
isso, quando se pensa em pacientes em areas com multiplos patogenos.

Com a utilizacdo da PCR para deteccdo da DC nos mesmos pacientes, 0s
resultados foram de aproximadamente os mesmos atendidos em laboratérios 95%,
os do servico de Endoscopia Per- Oral de 95,6% e os vindos das regides do interior
do Estado houve concordancia de 100% entre a sorologia e a PCR.

Para preencher a lacuna deixada pela hemocultura na confirmacao da DC em
pacientes suspeitos, a reacdo de PCR utilizando marcadores especificos para
Tripanosoma cruzi, tem demonstrado alta sensibilidade para o diagnéstico (TAIBI et
al., 1995, KIRCHHOFF et al., 1996, MARCON et al., 2002, RAMIREZ et al., 2002,
BRAZ-ALMEIDA, 2006) o que torna uma técnica bastante interessante para ser
usada em rotina para diagnosticar doencas parasitarias.

Esse estudo de GILBER veio para reafirmar e concordar com o estudo
desenvolvido, que dentre os métodos, ELISA, IFI e PCR, a PCR continua sendo o
método mais eficaz para diagnéstico da DC, devido a sua especificidade,
confiabilidade, tornando assim esse teste mais vantajoso. A PCR na atualidade é
considerada uma ferramenta precisa para a deteccao do T. cruzi, porém, devido ao
seu alto custo recomenda-se como uma ferramenta complementar aos
testes soroldgicos classicos (ELISA e IFI).

Em relacéo a técnica de Machado - Guerreiro a mesma possui desvantagem,
pois padronizou-se ao longo do tempo e € muito dificil de ser obtida caindo assim
no desuso, principalmente porque encontraram muitas reagdes cruzadas com
individuos com hanseniase (PESSOA, 1982).
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Apesar dos resultados promissores com técnica de PCR, ainda deveram
existir mais estudos sobre a coeréncia e aconformidade quanto ao uso desse
testes visando baratear os custos para postular esse teste como padrao-ouro em
diagnéstico da DC. Assim a exigéncia de equipamentos especializados e do
alto custo dos testes, a PCR torna dificil a utilizacdo normal e rotineira desse teste
em todo o sistema de saude. No entanto, estudos paralelos e grupos de
investigacdo sugerem uma “construcdo” para tornar a PCR um teste de padrao-
ouro, usando como diagnédstico, além de resultados clinicos e epidemiol6gicos
(VACCA et al. 2006).

A Reacado em Cadeia Polimerase mostrou-se em diversos artigos ser um teste
com alta especificidade e de excelente confiabilidade para a deteccao e diagnéstico
da DC, bem como, um teste bastante vantajoso, mas devido o seu alto custo e
dificuldade de manipulacdo ndo pode se tornar um teste de padrdo-ouro, igual a
outros testes ja citado durante o desenvolvimento desta pesquisa.

Os resultados obtidos nesse levantamento bibliografico indicam que o método
da PCR é seguro e eficaz, tanto no diagnostico quanto na avaliagdo p6és tratamento
da doenca de Chagas.
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6. CONCLUSAO

Foi possivel através de estudos e conclusées de outros autores utilizados nesse
trabalho, evidenciar a eficacia da técnica da PCR para diagnéstico da doenca de
Chagas;

A PCR é considerada uma ferramenta util para detectar falha no tratamento com
pacientes na fase indeterminada da doenca de Chagas, porém ndo é um unico
método adequado para diagnéstico, devido ao seu alto custo sendo esse indicado
como complementar aos testes sorologicos;

Em comparagdo aos métodos parasitolégicos (Hemocultura e Xenodiagnostico) em
pacientes suspeitos, a reacao da PCR utilizando-se de marcadores especificos para
T. Cruzi tem demostrado alta sensibilidade para diagnéstico da doenca de Chagas;
A PCR é um teste confiavel, devido a falta de reacdes cruzadas ou falso positivo
com outras doengas;

A Reacdo em Cadeia da Polimerase é um teste complementar muito util para
confirmar diagnéstico, especialmente nos casos de sorologia duvidosa de pacientes

assintomaticos, pois esse acabar por confirmar ou excluir o diagnéstico.
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