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RESUMO

Foram selecionados os principais trabalhos publicados nos ultimos cinco anos na drea de doenga de
Chagas no homem, com énfase em aspectos parasitologicos, de diagndstico soroldgico e de
tratamento, os quais refletem o foco das investigacdes do autor neste periodo. Como embasamento
desses estudos foram brevemente comentados artigos publicados nos ultimos quarenta anos. O perfil
parasitémico no individuo infectado cronico, por meio de hemocultura, foi objeto de dois artigos. No
primeiro (publicado em 2006), foi determinada a parasitemia em 27 pacientes, por meio de trés
hemoculturas seriadas antes do tratamento especifico e trés apds. Os resultados foram comparados
com os de 13 pacientes ndo tratados. O efeito terapéutico do benznidazol no sentido de supressdo da
parasitemia foi detectado em 89%, enquanto que a falha terap€utica foi comprovada em trés casos
(11%) nos primeiros dois anos. No segundo (2011), foi realizada hemocultura em 101 gestantes e 51
mulheres ndo grdavidas, todas infectadas. A parasitemia foi o dobro nas gestantes (60,4%), em
relacio as ndo gravidas, em particular nos primeiros meses da gestacdo. Um ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (2010) foi desenvolvido com dois antigenos recombinantes e dois
peptidios sintéticos, com sensibilidade de 99,3% (em 165 soros reagentes) e especificidade de 100%
(em 216 negativos). Em estudo multicéntrico, com a participagio de laboratérios da América do
Norte (México), Central (Honduras) e do Sul (Brasil), em 98 amostras de soro de pacientes do
Meéxico (2009), foi encontrada excelente concordancia entre os laboratdrios, empregando-se testes
sorologicos de diferentes origens (Tcl e II), demonstrando que antigenos de diferentes cepas de
Trypanosoma cruzi apresentam desempenho similar. Em estudo multicéntrico (Bolivia, Argentina e
Brasil) foi demonstrado, por xenodiagnéstico, que o allopurinol ndo teve efeito parasiticida em 17
pacientes, em comparacdo com dez ndo tratados (estudo do Brasil), pela persisténcia do exame
parasitoldgico positivo em todos os tratados (2007). Em inquérito nacional soroldgico em criancas
que nasceram ap6s as medidas de controle (abaixo de cinco anos) de toda a drea rural do Brasil (n =
104.954) foram encontradas 104 (0,1%) amostras positivas em papel-filro (ELISA e
imunofluorescéncia indireta), sendo confirmadas com soro apenas 11 de transmissdo vetorial
(0,01%), todas em municipios sem Triatoma infestans. Este trabalho confirma a efetividade da
borrifagdo com inseticidas no Brasil (2011). Como sub-produto desse trabalho, verificou-se que a
transmissdo congénita foi 10 vezes superior no estado do Rio Grande do Sul (TcV-VI) com 12
casos, em comparacdo com outros oito no restante do pais, demonstrando pela primeira vez
diferencas geogréficas no tocante a transmissao vertical no Brasil. Consideramos que os trabalhos
apresentados contribuiram efetivamente ao conhecimento de diferentes aspectos da doenca de
Chagas.

viil
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ABSTRACT

The main papers published on the last five years on the area of human Chagas disease, mainly
on parasitological, serological and therapeutic aspects, reflecting areas of recent involvment
of the author, were selected. As a baseline, briefly comments on publications on the last 40
years were included. Parasitemia profile measured by hemoculture during the chronic
infection was the subject of the first two. The first (published in 2006) included six
hemocultures from each of 27 patients, the last three after specific treatment. Results were
compared with those of 13 non treated, infected patients. The supressive effect of
benznidazole was demonstrated in 89% of the patients and treatment failure was registered in
three cases (11%) during the two year follow-up. In the second paper (2011) a single
hemoculture was performed in 152 infected women, 101 pregnant. Parasitemic pregnant
women doubled the number of non-pregnant, mainly during the first months of pregnancy. A
new ELISA test was developed (2010) by employing two recombinant proteins and two
synthetic peptides. Sensitivity was 99.3% on 165 positive sera, and specificity of 100% (216
negatives). A multicentric study was done (2009) with participation of laboratories of North
America (Mexico), Central America (Honduras) and South America (Brazil) with 98 serum
samples from patients of Mexico employing reagents made from Tc1 and Tc2 strains. Results
showed good agreement among laboratories demonstrating the feasibility of using reagents
prepared from both types of T. cruzi. In another multicentric study (Bolivia, Argentina and
Brazil) xenodiagnosis performed in 17 patients after a 60 days course of allopurinol treatment,
remained positive, showing the lack of effect of this drug in the chronic phase. A national
serological survey in children born after insecticide spraying (below five years old) with filter
paper, involved 104,954 samples, tested with ELISA and indirect immuofluorescence. Only
11 samples (0.01%) were identified as by vector transmission (negative mothers) mainly from
the northeast of the country, areas without Triatoma infestans. These findings (2011) confirm
the effectivity of house spraying for the control of the disease. As a sub-product of this
investigation, an unusual number of cases of congenital transmission (n = 12) was found only
in the State of Rio Grande do Sul, where TcV-TcVI circulates. When compared with other
states (n=8) the proportion was 10 times higher. This is the first report on geographical
differences related to congenital transmission in Brazil. We considered that all these findings
contributed significantly to a better knowledge on different aspects of Chagas disease.

Ix
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1. INTRODUCAO

1.1. TRAJETORIA DE VIDA ACADEMICA

Ap6s a nossa formagdo como médico (“Doctor en Medicina” pela “Universidad
de La Republica”), Montevideo, Uruguai, em marco de 1970, iniciamos nossas
atividades em pesquisa na Clinica Médica do Hospital Maciel, local da nossa formagao,
em Montevideo. Como responsavel do setor de imunologia celular, iniciamos trabalhos
em ativacdo linfocitdria e, junto a outros colaboradores, trabalhando com imuno-
eletroforese em gel de poliacrilamida, estudamos o perfil proteico de soros de pacientes
com doenca de Hodgkin (1) e hepatopatias (2). Prosseguindo uma das linhas de
pesquisa desse centro, publicamos um trabalho sobre o efeito do BCG em portadoras de
cancer mamario (3).

Ao obter uma Bolsa de Estudos do Conselho Britanico para aperfeicoar a técnica
de transformacdo bléstica, com medi¢des mais objetivas, como a incorporacdo de
timidina tritiada, permanecemos de setembro de 1973 a marco de 1975 na Divisdo de
Imunologia do “Clinical Research Centre, Medical Research Council”’, em Harrow,
Middlesex, Reino Unido, como “Visiting Research Fellow”, em regime de pods-
doutorado, pois a titulagdo de “Doctor em Medicina”, permitia esse regime. O servigo
era especializado em imunodeficiéncias (antes da era da AIDS) pelo que fomos
trabalhar com George Jannossy, especialista em ativacdo linfocitéria, para aperfeicoar a
técnica e aplicd-la nos pacientes com imunodeficiéncias. O principal trabalho, fruto
desse estagio, foi sobre ativagdo linfocitdria com o mitdgeno fitohemaglutinina (PHA),
descobrindo que a ativacao ideal acontecia na presencga de sangue total (4). Essa técnica
foi utilizada, apés a sua publicacdo, na rotina da Escola Paulista de Medicina, durante
anos. Esse trabalho foi citado 47 vezes, assim como outro sobre regulacdo de células T
(123 citacoes, ISI Web of Science, Thomson Reuters) em colaboracdo com a equipe (5).
Também fomos convidado a desenvolver o teste de ADCC (antibody dependent cell
mediated cytotoxicity), a época em moda, para aplicacio do mesmo em células
mononucleares de individuos imunodeficientes (9) e, posteriormente, desenvolver nessa
instituicao, um teste de quimiotaxia de neutréfilos (6).

Ao iniciar nossas atividades na Universidade Federal de Goids (1975), onde
fomos acolhido pelo prof. William Barbosa, a época diretor do Instituto de Patologia

Tropical e Saidde Publica, comecamos a trabalhar com Maria do Carmo Moreira de
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Souza no laboratério de fisiologia e imunologia de tripanosomatideos, laboratério que
passamos a dirigir apds o seu 6bito. A linha de pesquisa era doenca de Chagas, pelo que
iniciamos nossas atividades nessa drea.

Em 1977, o Hospital das Clinicas e o Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina receberam, por intermédio dos Profs. Joffre Marcondes de
Rezende e Anis Rassi, a visita do Dr. Franklin Neva, do Laboratory of Parasitic
Diseases, do National Institute of Health (NIH) dos Estados Unidos da America,
interessado no estudo de pacientes chagésicos, em particular na resposta blastogénica a
mitégenos e antigenos de 7. cruzi. Ao terminar os trabalhos, fomos encarregado, dada a
nossa experiéncia na drea, a manter toda a infra-estrutura aportada pela equipe do Dr.
Neva, com a finalidade de estudar a ativacdo linfocitdria em pacientes na fase aguda da
doenca de Chagas, relativamente frequente nessa época.

Assim, comegou a estreita colaboracdo com Rezende e Rassi, que perdura até os
dias de hoje. Os trabalhos em colaboracdo com outros grupos de pesquisa tiveram inicio
nessa época. O primeiro foi estabelecido com Gabriel Schmufiis € Ana Szarfman, a
época no Dep. de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Para testar
a teoria da auto-imunidade, que explicaria a auséncia de parasitos nas lesdes de
pacientes cronicos, Cossio e col. haviam publicado vérios trabalhos sobre anticorpos
EVIe PN, que seriam marcadores de doenga. Schmuiiis e Szarfman fizeram proposta de
estudar uma série de pacientes com formas clinicas bem definidas, dos Drs. Rassi e
Rezende. As conclusdes desse estudo em 1981 (7) ndo demonstraram correlacdo entre
formas clinicas e presenca de autoanticorpos EVI. Com esse mesmo material surgiram
estudos com o teste de aglutinagdo direta (8).

A seguinte colaboracdo com a Universidade de Sdo Paulo (Thereza Kipnis e
Wilmar Dias da Silva), estudando o comportamento de estoques de Trypanosoma cruzi
isolados na fase aguda, rendeu mais um trabalho (10) que mostrou o perfil parasitémico
de estoques de T. cruzi isolados de pacientes e inoculados em camundongos.

Posteriormente, iniciamos colaboracdo com Michael Miles (1979), na época no
Instituto Evandro Chagas (Belém), interessado no estudo de zimodemas, com
xenodiagnodstico em centenas de pacientes dos Drs. Rezende e Rassi. O resultado desse
trabalho foi publicado em 1986 (13), com 53 cita¢des até o momento.

Paralelamente, com o mesmo grupo de Miles, agora na “London School of

Tropical Medicine and Hygiene”, nosso interesse na procura de um marcador clinico
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que explicasse a evolu¢do do infectado, levou a colaboragdes com Schechter (11, 14)
em séries de pacientes com formas clinicas bem definidas.

Nessa mesma linha de pesquisa, iniciamos colaboracdo com o grupo de Julio
Scharfstein, testando as respostas ao antigeno GP25KDa em soros de pacientes com
formas clinicas bem caracterizadas (12), com 46 citagdes até o presente.

Na época, iniciamos a dissertacdo de mestrado, estudando as caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas, sorolégicas e parasitolégicas do megaesdfago chagésico (15),
que demonstraram uma maior prevaléncia de formas graves nos pacientes do género
masculino, assim como a possibilidade de cura espontanea em alguns pacientes.

Participando em pesquisas iniciais de sondas de DNA, em 1988, com a equipe
de Miles, descrevemos uma sonda capaz de detectar o DNA de 7. cruzi em pacientes na
fase aguda (16).

A colaboragdo com o grupo de Alberto Frasch (Fundacién Campomar,
Argentina), utilizando nossa cole¢cdo de soros de pacientes na fase aguda da doenca,
permitiu descrever o antigeno SAPA (17) em publicacio citada 125 vezes na literatura.

Nessa época (1987), iniciamos a realizacdo de inquéritos, com Fabio Zicker,
inicialmente em populagdo urbana de trabalhadores bragais (18, 19) e implantamos
definitivamente a sorologia no laboratdrio, com o teste que faltava, ELISA. Essa técnica
foi desenvolvida seguindo a de Voller (1975), a partir de reagentes trazidos da London
School of Tropical Medicine and Hygiene, em 1987. Na época, os testes eram, na sua
maioria, produzidos no laboratério (“in house”), ou seja, ndo comerciais.

Em 1987 e 1988, foram descritos diferentes antigenos purificados, recombinantes,
e peptidios sintéticos, sendo que cada autor, em diferentes paises, referia melhor
especificidade e sensibilidade para o respectivo antigeno descrito. Na reunido anual do
TDR (Tropical Diseases Research) da OMS (Organizacio Mundial da Saude), em
Genebra em julho de 1988, ficou patente a necessidade de avaliar, de forma independente,
o desempenho de cada antigeno descrito. O laboratério de pesquisa da doenga de Chagas
sob a nossa direcdo, foi escolhido para essa tarefa. Convidamos 15 laboratérios a
participar e responderam 10, aos quais foram encaminhados 50 soros. Os resultados se
encontravam prontos um ano depois, na reunido seguinte do TDR e foram publicados em
1990 (20, 21), sendo que o primeiro recebeu 50 citagdes, assim como foi o artigo mais
citado pelo periédico Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, durante varios anos.

Em 1987 fomos solicitado pelo TDR para testar a hipdtese de que o cristal

violeta poderia ser carcinogé€nico. Estudos experimentais realizados nos Estados Unidos
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descreveram linfomas em camundongos alimentados com ragdo para aves contendo
aquele corante. Os tnicos lugares no mundo que haviam utilizado esse cristal em seres
humanos, foram Uberaba e Goiania, apds a recomendacdo de “violetar” todo o sangue
destinado a transfusdes em regides endémicas. Esse tratamento foi efetuado em todas as
unidades de sangue entre 1960 e 1980 em ambas as cidades. O racional seria entrevistar
os pacientes com cancer, em Hospital especializado (Aratjo Jorge, em Goiania). Esse
projeto foi financiado integralmente pelo TDR. Foram entrevistados mais de 20.000
pacientes entre 1988 e 1992, sem demonstrar essa relacdo (22).

O seguimento de pacientes apds o tratamento, em colaboracdo com Rassi,
despertou o interesse do grupo de Frasch, que investigou a resposta imune a antigenos
recombinantes em estudo seriado (23, 27).

Em colaboracio com o Departamento de Satde Coletiva (De Andrade e
Martelli) iniciamos estudo de triagem sorol6gica em doadores em Goiania (24).

O estudo pormenorizado de cepas isoladas dos pacientes na fase aguda e a sua
resposta in vitro ao tratamento, foi objeto de pesquisa em colaboracdo com os Drs.
Rassi e Sonia Andrade (Gongalo Muniz, Fiocruz, Salvador) (25).

Na linha de xenodiagnéstico, o laboratério colaborou com a equipe do prof.
Ionizete G. da Silva, em particular em pacientes com megaesdfago, com algumas
centenas de exames, verificando a positividade do exame em relagdo com a espécie de
triatomineo, assim como a relagcdo com o género e idade do paciente (28, 32).

Em 1989, em parceria com o Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética
y Biologia Molecular (INGEBI), o Dr. Mariano Levin, iniciou estudo patrocinado pelo
TDR, na procura de marcadores de forma clinica. Foram selecionados 342 soros de
pacientes com formas clinicas polares, assim como de cardiopatas nao infectados, e
aplicados testes de ELISA com diferentes marcadores, como JL7, PObeta, Heat Shock
Protein de T. cruzi, R13, sem encontrar diferencas marcantes. Embora esse estudo tenha
sido objeto de doutoramento de um aluno, o trabalho ainda ndo foi aceito, embora
recentemente (2010) tenha sido feita nova tentativa.

Os primeiros trabalhos dos alunos do laboratério, com estudo de estoques de 7.
cruzi isolados de pacientes e as curvas parasitémicas em camundongos, comegaram a
ser publicados a partir de 1993 (29, 35, 39).

Em 1990, seguindo recomendagdes da OMS e da OPAS, foi apresentado projeto
ao TDR, sobre ensaios com benznidazol, em ensaio duplo cego, em populagdes de

escolares no estado de Goids, cabendo a Fabio Zicker a conducdo do estudo e ao
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laboratério a execucdo dos exames soroldgicos. Paralelamente, um estudo similar foi
apresentado por pesquisadores argentinos, com o intuito de verificar o efeito terapéutico
em criangas, pois vdrios estudos ndo randomizados indicavam essa possibilidade.
Ambos os estudos foram aprovados no TDR, e pelo comité de ética em Goiania. Com a
transferéncia de Zicker para a OPAS, o estudo foi conduzido por Ana Lucia S.S.
Andrade. Apds a identificagdo das criancas reagentes por meio de teste em papel-filtro,
foi realizada a confirmacdo soroldgica (26). Apds iniciado o tratamento especifico, foi
feito o seguimento e os resultados publicados em 1996 no periédico The Lancet (33)
tendo recebido 99 citagdes até o momento.

Nessa época comecamos a publicagdo de capitulos de livro. O primeiro,
seguindo a formacao inicial imunoldgica, foi um capitulo de Imunologia para o livro de
Semiologia Médica, editado pelo prof. Celmo C. Porto (C-01). Esse capitulo foi
atualizado nas suas sucessivas edi¢des (6°. edicado 2009). Em colaboracao com Rassi
escrevemos dois capitulos em inglés, sobre formas clinicas e tratamento etioldgico, para
o livro “Chagas disease: its impact on transfusion and clinical medicine” unico acesso
nessa lingua, escrito por brasileiros, para os leitores interessados de lingua inglesa,
durante varios anos (C-02, C-03).

Por ocasido de simpdsio auspiciado pela OMS e OPAS, sobre doenga de Chagas
e sistema nervoso, foi redigido um capitulo em co-autoria com Joffre M. de Rezende
sobre megavisceras (C-07) e outro similar no livro de Storino e Milei sobre doenga de
Chagas (C-05). Nosso interesse pelo assunto, em colaboracdo com a Dra Vaz, rendeu
posteriormente outro trabalho (40).

Também estivemos envolvidos com organizagdo de eventos, como coordenador
da Reunido de Pesquisa Aplicada, Uberaba 1993 (30, 31), como vice-presidente no XIV
Congresso brasileiro de Parasitologia (Goidnia, 1995) e como Secretirio Geral no
XXXII Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical (Goiania, 1996), o que
acarretou uma possivel diminui¢do da producao cientifica a época.

Nessa mesma época, fomos requisitado como autor ou co-autor para escrever
capitulos sobre doenga de Chagas no Tratado de Infectologia (Ed. Veronessi e Focaccia,
1996) (C-09), Clinica e terapéutica da doenga de Chagas: uma abordagem pratica para o
clinico geral (Ed. Dias e Coura, 1997) (capitulos sobre diagndstico e sobre aspectos
trabalhistas) (C-11, C-12) e Doencas do coracdo (Ed. Porto, 1998) (C-14, C-15).

O nosso envolvimento com o tratamento especifico, de parceria com Anis Rassi

continuou apds uma convocagdo de especialistas pelo Ministério de Saude Publica,
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sendo publicado um manual (C-08, C-10) em duas edi¢des sucessivas, assim como a sua
publicacdo no Parasitology Today (36). Posteriormente fomos encarregado pelo TDR de
organizar uma reunido técnica de especialistas, sobre tratamento especifico, realizada no
Rio de Janeiro, precedendo ao Congresso Mundial de Cardiologia, em 23 a 25 de abril
de 1998, cujos resumos se encontram na Rev. Patol.Trop. 27 (suplemento) (43). Como
relator deste evento, foram publicadas posteriormente as conclusdes do mesmo na Rev.
Patol. Trop. 28(2): 247-279, 1999 (47).

Em parceria com Nobuko Yoshida, da Escola Paulista de Medicina (atualmente
UNIFESP), iniciamos em dezembro de 1994, até maio de 1996, estudo de 35 familias de
pacientes de Anis Rassi, em colaboracdo com o Blood Bank of New York, onde seriam
completados os estudos. Foram coletados soros e células criopreservadas de 230
individuos, na busca de marcador de doenga. Lamentavelmente, houve desentendimentos
com o orientador em Nova York, o que levou a interrup¢ao deste projeto.

Como membro do Comité Técnico Assessor da Coordenacdo Geral de
Laboratérios (CGLAB) do Ministério da Saude, foram veiculadas recomendagdes (34) e
posteriormente um estudo multicéntrico para avaliacdo de conjuntos diagndsticos para
hemaglutinacao indireta (42). Devido a necessidade de publicar normas de seguranca, as
mesmas foram elaboradas, junto com Zigman Brener e Amadeo Saéz-Alquezar (37).

Em parceria com a “Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires”, o
ensaio de inibi¢do da trans-sialidase foi realizado em soros de pacientes curados (38, 51).

Em outra parceria, agora com a Universidade Federal de Uberlandia, foi
avaliado um teste de western blot (41).

Estudos de comparagdo de xenodiagndstico natural e artificial, agora em parceria
com a Universidade de Brasilia, foram também efetuados (44).

Na linha de pesquisa de testes de diagndstico rdpido, em parceria com a empresa
Diamed, Fiocruz (Belo Horizonte) ¢ FUNED (Belo Horizonte), foi testado o
desempenho do PaGia, teste posteriormente comercializado (45).

Continuando com nosso interesse no estudo de isolados de 7. cruzi, o
polimorfismo genético de seis estoques foi motivo de dissertacao neste instituto (48).

A linha de pesquisa relacionada com Chagas e PCR (polymerase chain reaction),
teve como primeiro trabalho, em colaboragdo com a Universidade de Brasilia e o
Instituto Oswaldo Cruz (IOC, Fiocruz, Rio de Janeiro), o estudo da correlagdo entre

sorologia e xenodiagndstico em pacientes tratados (54).
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Em colaboracdo com o departamento de Parasitologia da Universidade Federal de
Minas Gerais e nosso instituto, foi avaliado o resultado de PCR no grupo de criangas
tratadas (62). Posteriormente, em trabalho de doutoramento (Ana Maria de Castro), foi
comparado o hemocultivo com a PCR, em pacientes candidatos a quimioterapia (Rassi)
(57). Em trabalho posterior, nesse mesmo grupo de pacientes, foi repetido o estudo, agora
apenas com hemocultivo, em face dos resultados dibios encontrados por PCR (72).

Em 1997, fomos chamado pela Coordenacdo de Sangue e hemoderivados
(COSAH), para elaborar um manual de normas técnicas para a triagem e diagndstico
sorolégico em unidades hemoterdpicas e laboratérios de saide publica, da série
denominada Telelab. Este sistema de educacdo a distdncia, visava a instrugdo e
capacitacdo dos técnicos em todo o territério nacional. Juntamente com trés colegas,
assim como duas pedagogas, nos reunimos semanalmente, em Brasilia, durante varios
meses, para a redacdo do manual, com ilustra¢des, assim como a vinheta que um locutor
deveria gravar para o video (C-16, C-17). O mesmo foi utilizado, assim como outros
manuais desta série, para as doengas infecciosas transmissiveis por hemoderivados, por
inimeros alunos do programa Telelab.

No ano de 1999, deparamos com outro desafio: escrever um capitulo sobre
diagndstico da doenga, na 2% edicdo de livro cldssico de autoria de Brener e Andrade,
em colaboracdo com Anis Rassi. Esse capitulo, com 383 referéncias, procurou ser
abrangente e significou meses de drduo trabalho (C-18).

Em 1999 fomos convidado como “Agreement Holder” em estudo da “International
Atomic Energy Agency” (IAEA), para participar de um projeto sobre diagndstico de
doenca de Chagas empregando isétopos radioativos. Participavam desse projeto
pesquisadores da Escola Paulista de Medicina, o Instituto de Medicina Tropical de Sdo
Paulo, a Universidade Autonoma do México e o INGEBI de Buenos Aires. Essa pesquisa
foi bastante frutifera e dela resultou uma série de publicagdes (59, 60, 64, 66), em particular
sobre o emprego de misturas de antigenos recombinantes e sua aplica¢do em testes rapidos.

Em 2001 fomos convidado pela OMS, para contribuir, juntamente com os Drs.
Rezende e Rassi, em revisdes sobre diagndstico (Serological Diagnosis in 7. cruzi
infected persons and Chagas disease patients. Luquetti AO & Rassi A), megavisceras
(Digestive form of Chagas Disease. Rezende JM & Luquetti AO) e tratamento
especifico (Etiological treatment for Chagas disease. Rassi A & Luquetti AO). De 20 a

28 de novembro de 2001, participamos em Brasilia, na elaboracdo da “WHO Technical
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report series No. 905: Control of Chagas disease. Second report”, publicado em 2002
(55). Trata-se do manual de recomendagdes sobre doenca de Chagas da OMS e OPAS.

Em parceria com o Instituto Renée Rachou (Fiocruz, Belo Horizonte) e junto
com o Dr. Rassi, iniciamos outra pesquisa, com a utilizacdo de citometria de fluxo para
avaliar a cura dos pacientes tratados (56, 78).

Em outra parceria com a Tufts University, Dr. Mercio Pereira enfatizou aspectos
imunoldgicos da infec¢do com o 7. cruzi. Foram encontradas no soro de infectados,
proteinas que agem como citocinas (58) e auto-anticorpos anti-receptores de tirosina
quinase (81) que protegem da infeccdo em camundongo (85, 94).

Nova parceria com Nobuko Yoshida (UNIFESP), em 2002, com a utilizacdo de
estoques criopreservados no laboratério de pesquisa de Chagas, de diferentes pacientes,
na qual os mecanismos de penetracdo do 7. cruzi em modelo experimental (61, 76) e
relacionados com a via oral (73) foram estabelecidos.

Desde 2001, participamos do Programa de Avaliacdo Externa da Qualidade em
Servicos hemoterapicos, da Geréncia Geral de Sangue, outros tecidos e 6rgaos (GGSTO) da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em colaboragdao com Biomanguinhos,
Fiocruz. O Comité técnico Assessor, do qual fazemos parte para o agravo “Chagas”, conta
com um especialista em cada agravo, e seus respectivos suplentes. Este programa
disponibiliza trés painéis de seis soros cada um, que sdo encaminhados trés vezes por ano,
aos 120 bancos de sangue do pais, inscritos no programa. Além das avaliacdes de
resultados, fazemos a caracteriza¢do, em Goiania, de 200 soros por ano, para o marcador
“Chagas”, contribuindo para a selecio de soros de cada painel. A divulgacdo dos resultados
tem sido feita em congressos da especialidade, embora constem alguns como trabalho
cientifico no Pubmed. No caso, foram excluidos desta defesa, por considerar que nio sdo
trabalhos cientificos per se, porém apresentacdes em eventos.

As pesquisas de ex-alunos do laboratério (EC Oliveira) continuaram em
expansdo (53, 70, 74, 75), relacionadas com megacolon e ultimamente com o sistema
nervoso entérico (79, 82, 84, 86, 87, 88, 89, 99) com a selecdo de pacientes, o
fornecimento de soros e de pecas cirdrgicas conservadas no laboratério.

O impacto do controle por meio de borrifagdo em municipio de Minas Gerais, de
onde foram encaminhadas dezenas de pacientes com a fase aguda, foi ressaltado (63).

O interesse pela transmissdao congénita e a sua baixa incidéncia no Brasil Central
foi mais recente, iniciado com trabalho retrospectivo (65) e, antes, pelo inquérito

nacional de soroprevaléncia (68, 69).
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Nova empreitada, por iniciativa do Prof. Aluisio Prata, recentemente falecido,
entusiasta em diversas frentes, porém, em particular, a da realizacio do Inquérito
Nacional Sorolégico, para verificar a efetividade das medidas de controle. Os
primérdios desse estudo, de grande fb6lego, tiveram comeg¢o em 1998 e foram
cristalizados em 2001, com a liberacdao dos recursos pelo Ministério da Saude. Nossa
participacao consistiu na realizacdo do exame soroldgico de 105.000 papéis de filtro,
por dois testes soroldgicos, IFI e ELISA. Esse estudo foi finalizado em 2008 e
publicado recentemente on line (97, 100). Os resultados obtidos serdo analisados na
proxima sessao.

Seguindo recomendacdes da OMS, em 1991 foi iniciado estudo multicéntrico
em Coérdoba, Argentina, Santa Cruz de la Sierra, Bolivia e Goiania, com patrocinio e
supervisdo da OMS, para verificar o efeito tripanocida do allopurinol em pacientes na
fase cronica da infec¢do. Os estudos de Cérdoba nao foram publicados, porém os dos
dois outros grupos demonstraram a auséncia de efeito tripanocida, verificado por
xenodiagndstico. Apesar de resultado negativo, o trabalho foi aceito (77).

Em 2005 participamos da reunido de consenso em doenca de Chagas, em
Brasilia, coordenando o grupo de diagndstico. A revisao do texto final foi feita por nés e
pelo editor, Prof. Prata (67). Uma segunda edicao se encontra em fase de elaboracao.

Em trabalho de colaboragdo com a Universidade de Brasilia, foram analisadas
1.055 amostras de soro do estado do Acre (80).

Outro estudo para verificar a teoria de que soros de pacientes em regides de Tcl,
ndo seriam diagnosticados com reagentes fabricados com cepas de Tcll, foi feito com
soros recebidos do México, em parceria com Victor Montedn, do Instituto Nacional de
Cardiologia (91). Também estivemos no México, convocados pela OPAS, para
participar de estudo multicéntrico realizado naquele pais, em 2005.

Nosso interesse pelos estudos de prevaléncia e a aplicacdo de testes rapidos
levou-nos recentemente a realizar pesquisa em parceria com a OMS e o Hospital
Universitario de Genebra, Sui¢a, onde foram encontrados 130 imigrantes portadores da
infecgdo (92, 95).

Um novo teste para o diagndstico foi desenvolvido pela Universidade de
Giessen, Alemanha, e foi estabelecida nova parceria (93).

Nossa preocupagdo com falsos resultados positivos na PCR, levou-nos, em 1997,
a criar um banco de amostras de sangue com EDTA-guanidina para futuros estudos. Um

estudo inicial com o IOC, Fiocruz, Rio de Janeiro, confirmou que a especificidade
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deixava a desejar. Mais da metade do sangue de individuos normais era positiva. A
proposta inicial foi de fazer estudo multicéntrico no Brasil, escolhendo um “expert”
externo, o Dr. Schijman, de INGEBI, Buenos Aires. Ao levar a idéia perante vérios
pesquisadores em reunido de protozoologia em Mendoza, Argentina, em 2007,
representantes do TDR se interessaram em patrocinar o estudo, incluindo todos os paises
possiveis. Esse estudo, de porte internacional, foi conduzido por Schijman, com sangue de
amostras clinicas do laboratério de Chagas e os resultados confirmaram as suspeitas:
trabalhava-se com testes “in house”, identificando varias dezenas de metodologias
diferentes. Os resultados e recomendag¢des foram recentemente veiculados (96).

Para finalizar esta primeira parte, nosso interesse em transmissao congenita, e
sua baixa prevaléncia no Brasil central, foi incentivado a partir de parceria com a
APAE, que realiza o “teste da mamae”, que inclui diversos marcadores de doencas
transmissiveis em gestantes no estado de Goids, inclusive Chagas. O laboratério, sob
nossa direcao, recebe todos os soros de gestantes com suspeita de infeccao pelo 7. cruzi,
desde 2004. Para nossa surpresa ja temos mais de 2.400 soros de gestantes
confirmadamente positivas. Como desdobramento, foi iniciado um trabalho de mestrado
em um grupo dessas gestantes e grupo pareado de mulheres ndo gravidas infectadas, por
meio de hemocultivo (98). A parasitemia nas gravidas foi 50% mais elevada.

Em 2007 recebemos convite para escrever um capitulo sobre diagndstico, em
livro a ser editado pela Elsevier, como e-book, tendo como editores, Michel Tybayrenc
e J. Telleria, com o titulo de “American Trypanosomiais — Chagas disease. One hundred
years of research”. Escolhemos como co-autor Gabriel Schmufiis, com quem estivemos
trabalhando ativamente nos primeiros meses de 2010. Ja de tltima hora, por desisténcia
de outros autores, nos foi oferecido o capitulo de formas clinicas, que escrevemos em
co-autoria com Anis Rassi, Joffre M. de Rezende e Anis Rassi Janior. O livro foi
editado com 31 capitulos em agosto de 2010 (C-35, C-36)

Em meados de 2009, fomos selecionado por comissdao do Banco Interamericano
para o Desenvolvimento (BID) para escrever dois capitulos sobre diagndstico e
tratamento, formando parte de um livro sobre recomendacdes para os governos
interessados, como parte da iniciativa de Bens Publicos Regionais. Outros trés autores
selecionados escreveram sobre controle vetorial, transfusional e vigildncia com
participacdo comunitdria. Foram apresentados em vdrias oportunidades os respectivos
textos perante uma comissdo internacional, que propos adequagdes sucessivas. O livro

foi publicado em 2010 (C-37).
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1.2. AS DEZ PRINCIPAIS CONTRIBUICOES CIENTIFICAS (1970-2011)

Comentamos a seguir as principais contribui¢des que julgamos serviram para o
progresso da ciéncia nas dreas de abrangéncia (imunologia e doenga de Chagas).

Esta selecdo independe do indice de impacto de cada trabalho, embora a maioria
deles tenha sido publicado em periddicos internacionais, na lingua inglesa, e alguns
tiveram elevado nimero de citacdes no ISI Web of Science.

Virios deles atenderam a demanda da comunidade cientifica, para responder a

perguntas especificas.

1.2.1. Lymphocyte activation. VIII. The application of a whole blood test to the
quantitative analysis of PHA responsive T cells. 1976. (4).

Neste trabalho, desenvolvido em Londres, demonstramos pela primeira vez, que
as melhores condi¢des para uma correta ativacao dos linfécitos, sdo as que se encontram
no sangue periférico, o que parece 6bvio. Com efeito, procedemos a separagdo dos
diferentes componentes (soro, hemdcias, leucdcitos polimorfonucleares e
mononucleares, estes pela técnica de ficoll-hypaque). Ainda, separamos em outros
experimentos, os linfocitos T por meio da técnica disponivel na época, rosetas
espontaneas, e os linfécitos B. Apdés 60 horas de incubacdo foi adicionada timidina
tritiada e as respostas medidas em contador de radiag¢des beta.

Foram obtidos indices 10 vezes maiores, em relagcdo a resposta isolada de células
mononucleares, com 10% de soro fetal bovino, naquelas culturas reacondicionadas com
a mesma proporcao do sangue original.

O mais interessante foi constatar que na mistura de linfécitos T e B, em
diferentes proporc¢des (20% T -80%B; até 100% T) a resposta maxima foi obtida com
80% de T + 20% B, que ¢ a original no sangue periférico. Na mistura 100% de LT, a
reposta foi menor (figure 4).

Outra vantagem foi a simplicidade da técnica, evitando separacdes de células e
possibilidades de contaminagdo. Na discussdo tedrica entre os pesquisadores splitters
(que procuram separar todos os componentes celulares e estudar o comportamento de
cada um) e os bumpers (que procuram a resposta global) este estudo favoreceu estes
dltimos.

Este trabalho de cunho metodoldgico, foi citado 47 vezes (Web of Science) e

utilizado em vérios laboratdrios a época.
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1.2.2.  Trypanosoma cruzi: zymodemes associated with acute and chronic
Chagas'disease in central Brazil. 1986. (13).

Este trabalho foi proposto em 1979, durante o Congresso Internacional de
doenca de Chagas, no Rio de janeiro, onde conhecemos Miles. Aplicamos
xenodiagnostico, com triatomineos que eram transportados desde Belém, em pacientes
com as diversas formas clinicas, em particular durante a fase aguda. Fizemos
xenodiagndstico no mesmo paciente, na fase aguda, cada 4 a 6 horas, na perspectiva de
encontrar zimodemas diferentes em diferentes coletas e hordrios. Trabalhamos durante
cinco anos neste projeto, sendo o primeiro que descreve a dicotomia de cepas de T.
cruzi por meio de estudo isoenzimdtico dos isolados (zimodema 1 e 2) de pacientes bem
caracterizados clinicamente, por ocasido de surto de casos em fase aguda (n = 29) assim
como de isolamentos de pacientes na fase cronica. Na mesma localidade, foram isolados
parasitos do atual Tcl assim como do Tcll, durante a fase aguda. J4 naqueles na fase
cronica, apenas Tcll. A repeticdo de xenodiagndsticos revelou o mesmo zimodema no
mesmo paciente. Também foi relacionado o efeito terapéutico entre pacientes tratados
portadores de TcI e II, sem encontrar diferengas. O achado de Tcll em 10 pacientes na
fase cronica com megaesdfago também foi original a época. Embora relativamente
pouco citado internacionalmente (53 vezes), consideramos que este trabalho fez vérios

aportes fundamentais no tema “cepas de 7. cruzi isoladas de seres humanos”.

1.2.3. Multicentre double blind study for evaluation of Trypanosoma cruzi defined
antigens as diagnostic reagents. 1990. (20)

Este trabalho faz parte daqueles “por encomenda”, ou seja, pretende responder
perguntas de interesse global, formuladas por organismos internacionais. No caso, a
OMS se encontrava no dilema de financiar projetos apresentados ao TDR sobre os
melhores testes diagndsticos, com uma pletora de pesquisadores procurando apoio. Nao
havia consenso sobre quais seriam os de melhor desempenho. Assim, encomendou um
estudo multicéntrico, com participagdo de todos eles, que receberiam um painel de soros
para aplicar os respectivos testes. A condugdo desse estudo deveria ser feita por alguém
independente e que tivesse uma soroteca disponivel para esses fins. Fomos convidado
para tal e conduzimos o estudo encaminhando um painel de 50 soros para os
laboratérios interessados (n = 10). Cada um fez os testes que considerou necessdrios,
pela metodologia prépria, e os resultados foram encaminhados por fax a UFG, com

recursos deste projeto. Participaram quatro grupos do Brasil, trés da Argentina, um de
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Colombia e dois de Estados Unidos. Foi estabelecida uma data limite, feita analise
estatistica e os resultados foram discutidos na préxima reunido anual do TDR (Genebra,
julho 1990). Este estudo multicéntrico foi o primeiro em nivel internacional para testar
novos antigenos no diagndstico da infec¢ao pelo 7. cruzi e teve como peculiaridades, a
rapidez na sua execucdo (menos de um ano entre a idéia e o resultado), a participacdo
dos principais centros internacionais dedicados ao emprego de antigenos recombinantes
e outros testes e permitiu reconhecer aqueles de melhor e de pior desempenho. A
importancia deste estudo, foi confirmada pelas citacdes do mesmo. Durante mais de
uma década (1990 a 2003) foi o trabalho mais citado no periédico Memdrias do
Instituto Oswaldo Cruz (entre todos os temas), assim como recebeu 50 citacdoes na Web

of Science.

1.2.4. Randomized trial of efficacy of benznidazole in treatment of early Trypanosoma
cruzi infection. 1996. (33).

Outro trabalho “por encomenda”, a partir da OMS, para responder a seguinte
pergunta: qual o real efeito da medicagdo tripanocida (benznidazol) no tratamento de
criancas? Havia na literatura da época varios trabalhos que apontavam para um efeito
terapéutico similar ao obtido no tratamento de pacientes na fase aguda, em criancas. Esses
estudos eram abertos e careciam da objetividade dos estudos as cegas, com a droga ativa e
placebo. Também havia indicios de diferencas regionais em relacdo aos efeitos
terapéuticos. A OMS sugeriu que participassem dois paises (Brasil e Argentina)
utilizando um protocolo similar, duplo cego, com benznidazol, durante 60 dias, em
criangas em idade escolar (ate 12 anos). Apds submeter o projeto, em parceria com Fabio
Zicker, fomos contemplado e iniciamos os estudos de campo, em papel filtro, na regido de
Posse (de elevada endemicidade), conduzidos por A.L.S.Andrade e colaboradores.

Ap6s coletar 1.990 amostras, foram individualizadas 151 criangas com sorologia
reagente por trés testes sorologicos. Esses resultados foram confirmados com coleta de
sangue venoso e iniciado o tratamento. Também foram examinados os pais de cada
crianga, assim como acompanhadas as criancas tratadas. Este estudo demandou a
dedicacdo quase total do laboratério, desde 1991 ate 1995, periodo no qual foram
realizados trés testes sorologicos em 1.900 soros. Os resultados demonstraram pela
primeira vez, em forma inequivoca, com estudo em duplo cego, que o tratamento
especifico com benznidazol em criancas ate 12 anos de idade, foi eficaz em mais da

metade dos que receberam o farmaco (58%) em seguimento de 38 meses. Resultados
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similares foram publicados posteriormente pelo grupo argentino. Com base nestes

achados, foi recomendado pela OMS o tratamento de toda crian¢a infectada.

1.2.5. Estudo multicéntrico: Avaliacdo do desempenho de conjuntos diagndsticos de
hemaglutinacdo indireta, disponiveis no Brasil, para o diagndstico sorolégico da
infecgdo pelo Trypanosoma cruzi. 1997. (42).

Este trabalho foi iniciado apds a formagdo do “Comité Técnico Assessor para o
diagnéstico laboratorial da doenca de Chagas” (Portaria No.1472, DOU de 22/7/1996)
do Ministério da Saude. Foi verificada a necessidade de realizar estudo piloto para
avaliacdo do desempenho dos diferentes conjuntos diagndsticos (kits) de
hemaglutinacdo indireta, disponiveis no mercado. Tal necessidade decorria do
desempenho irregular destes insumos, assim como a existéncia de diversidade de
marcas e precos, com dificuldade de avaliacdo independente. A coordenacdo de
laboratérios adquiriu os kits disponiveis (11) e a equipe composta por um laboratdrio
em Sdo Paulo (Hemocentro), um em Belo Horizonte (Funed), um em Rio de Janeiro
(Fiocruz), um em Recife (Hemope) e um em Goiania (UFG) formou um painel de 90
soros que foram aliquotados e encaminhados a cada um dos cinco centros. Foram
realizados 4.524 testes e foi possivel classificar o desempenho de cada kit, sendo que
quatro tiveram bom desempenho, em quatro foi razodvel e em trés, sofrivel.

Trata-se do primeiro estudo multicéntrico realizado no Brasil para avaliar um
teste sorologico de hemaglutinagdo indireta para o diagnéstico da doenga de Chagas.
Como consequéncia deste estudo, foi retirado do mercado um dos kits, de pior
desempenho, e os demais fabricantes foram obrigados a fazer ajustes para melhorar o
produto. Embora este trabalho ndo tenha tido o impacto almejado, foi de extrema
utilidade para demonstrar a necessidade de tais estudos, assim como util para
desclassificar em licitacdes publicas, aqueles insumos que, mesmo com menor prego,
apresentam desempenho aquém do desejavel. Também demonstrou a possibilidade de
trabalho em equipe, entre varios centros, com a participagdo académica (RJ, GO),
instituicdes de atendimento ao publico (dois hemocentros e a Funed) e um d6rgao

publico regulador (Coordenacdo de Laboratorios do Ministério da Saide).
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1.2.6. Chagas disease diagnosis: a multicentric evaluation of Chagas Stat-Pak, a rapid
immunochromatographic assay with recombinant proteins of Trypanosoma cruzi. 2003.
(60).

Este trabalho surgiu como necessidade de avaliar um novo teste, em modalidade
recente de teste rdpido. Varios testes deste tipo, como o de aglutinagdo rapida, de latex,
lancados no mercado na década de 1970 tiveram baixo desempenho e levaram ao
descrédito desta modalidade. Com a utilizacdo de novos suportes, como as membranas
de nitrocelulose e a metodologia de imunocromatografia, novos ensaios foram
realizados. O emprego de misturas de antigenos recombinantes que tinham demonstrado
sua utilidade em ensaios de ELISA pelo grupo de Umezawa e col., levou ao seu
emprego em teste rapido de imunocromatografia desenvolvido por empresa de Estados
Unidos (Chembio). Faltava verificar a sua utilidade em estudo amplo, com soros de
varios paises, o que foi executado neste trabalho. Foram testados 393 soros, sendo a
metade ndo reagente ou reagente com outras infeccdes, com leitura por trés
observadores. Os resultados demonstraram a especificidade de 94,8% e sensibilidade de
98,5%. Este estudo multicéntrico demonstrou a possibilidade da sua utilizagdo, com
bom desempenho. Como conseqii€ncia deste trabalho, foi aplicado este teste na Bolivia,
em inquérito nacional em milhares de criancas, com resultados satisfatorios.

Este foi o primeiro trabalho que demonstrou a possibilidade de utilizar-se um teste
rdpido, em doenga de Chagas, com resultados confidveis. As vantagens da sua utilizacao
em paises endémicos sdo inimeras: a simplicidade do teste permite que técnicos de nivel
médio possam executar 0 mesmo, em regides longinquas, e definir in loco as pessoas com
infec¢do, com vistas a tratamento. A rapidez do mesmo, assim como a dispensa de
refrigerac@o, permitem o seu uso em diversos paises. Ainda, a possibilidade de preservar
0 cassette com a reagdo, permite o seu arquivo mesmo no prontudrio do paciente, assim
como contraprova em agOes judiciais. A facilidade de manejo, com possibilidade de
realizacdo a beira do leito, permite lidar com situagdes de emergéncia, como selecdo de
doadores em regides de dificil acesso, ou plantdes em fins de semana.

Consideramos que este foi um avanco real no diagndstico soroldgico em doenca

de Chagas.

Os outros quatro trabalhos que consideramos contribuiram significativamente

para o conhecimento na drea de doenca de Chagas, foram os seguintes:
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1.2.7. Detection of parasitemia profiles by blood culture after treatment of human
chronic Trypanosoma cruzi infection. 2006.

1.2.8. Specific treatment for Trypanosoma cruzi: lack of efficacy of allopurinol in the
human chronic phase of Chagas Disease. 2007.

1.2.9. Increased Parasitemia during Pregnancy Detected by Hemoculture. 2011.

1.2.10. O inquérito nacional de soroprevaléncia de avaliacdo do controle da doenga de

Chagas no Brasil (2001-2008). 2011.
Como alguns deles serdo comentados a seguir (iltimos cinco anos), julgamos

desnecessdria a sua inclusdo nesta secdo. Desses artigos retiramos o0s objetivos

especificos desta tese.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Selecionar os seis artigos publicados nos ultimos cinco anos, julgados mais
importantes pela contribuicao ao estudo da doenca de Chagas. Descrever a contribui¢do

de cada um.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Do Artigo 1. Detection of parasitemia profiles by blood culture after treatment of
human chronic Trypanosoma cruzi infection.

Avaliar o perfil parasit€émico de 40 pacientes chagédsicos durante a fase cronica
da doenga, por meio de trés hemocultivos seriados. Verificar a mudanca no perfil
parsitémico em 27 deles apds o tratamento etiolégico com benznidazole, no seguimento

de 24 meses, comparando com 13 ndo tratados.

2.2.2. Do Artigo 2. Short Report: specific treatment for Trypanosoma cruzi: lack of
efficacy of allopurinol in the human chronic phase of Chagas Disease.

Verificar o efeito terapéutico de allopurinol administrado durante 60 dias, em 23
pacientes selecionados por xenodiagndstico positivo, em comparagdo com 12 pacientes

que receberam placebo, por meio de xenodiagndstico seriado.

2.2.3. Do Artigo 3. Performance levels of four Latin American laboratories for the
serodiagnosis of Chagas disease in Mexican sera samples.

Verificar a reatividade de soros de pacientes chagdsicos que contrairam a
infeccdo no México, com reagentes produzidos com cepas provenientes do México e
comparar os resultados desses soros em laboratérios fora do México, utilizando

reagentes de outras origens.

2.2.4. Do Artigo 4. Highly Effective Serodiagnosis for Chagas Disease.
Verificar o desempenho de teste imunoenzimatico empregando como antigeno
uma proteina de fusdo de 24kDa utilizando soros provenientes de duas deas endémicas:

Bolivia e Brasil.
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2.2.5. Do Artigo 5. Chagas Disease: Increased Parasitemia during Pregnancy Detected
by Hemoculture.

Este artigo teve como objetivo estudar o perfil parasit€émico por hemocultivo
durante diferentes periodos da gravidez, comparando com mulheres chagésicas nao

gestantes.

2.2.6. Do Artigo 6. O inquérito nacional de soroprevaléncia de avaliacdo do controle da
doenca de Chagas no Brasil (2001-2008).

Estimar a soroprevaléncia da infeccdo chagédsica humana na populagido de 0-5
anos de idade, residente na drea rural brasileira. Secundariamente, avaliar o impacto
havido na transmissdo da infec¢do chagdsico no pais, a partir do controle das

populacdes domiciliadas do vetor, exercido de forma regular desde 1975.
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3. SELECAO DE ARTIGOS PUBLICADOS NOS ULTIMOS CINCO ANOS

Artigo 1. Castro AM, Luquetti AO, Rassi A, Chiari E, Galvao LMC 2006. Detection of
parasitemia profiles by blood culture after treatment of human chronic

Trypanosoma cruzi infection. Parasitol Res 99: 379-383.

Artigo 2. Rassi A, Luquetti AO, Rassi Jr A, Rassi GG, Rassi SG, Silva IG, Rassi AG
2007. Short Report: specific treatment for Trypanosoma cruzi: lack of efficacy
of allopurinol in the human chronic phase of Chagas Disease. Am J Trop Med

Hyg 76: 58-61.

Artigo 3. Luquetti AO, Espinoza B, Martinez I, Becerril-Herndndez N, Ponce C, Ponce
E, Reyes PA, Hernandez O, Lopez R, Monteén V 2009. Performance levels of
four Latin American laboratories for the serodiagnosis of Chagas disease in

Mexican sera samples. Mem Inst Oswaldo Cruz 104: 797-800.

Artigo 4. Hernandez P, Heimann M, Riera C, Solano M, Santalla J, Luquetti AO, Beck
E 2010. Highly Effective Serodiagnosis for Chagas Disease. Clin Vaccine
Immunol 17: 1598-1604.

Artigo 5. Siriano LR, Luquetti AO, Avelar JB, Marra NL, Castro AM 2011. Chagas
Disease: Increased Parasitemia during Pregnancy Detected by Hemoculture. Am

J Trop Med Hyg 84: 569-574.

Artigo 6. Luquetti AO, Passos ADC, Silveira AC, Ferreira AW, Macedo V, Prata AR
2011. O inquérito nacional de soroprevaléncia de avaliacio do controle da
doenca de Chagas no Brasil (2001-2008). Rev Soc Bras Med Trop 44 (Supl. 2):
1-19.
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3. DISCUSSAO

Todos os seis trabalhos selecionados tiveram colaboradores de diversas
institui¢des e paises, o que vem demonstrar, mais uma vez, a necessidade de parcerias
para obter um avancgo significativo no conhecimento. Em apenas dois deles, o primeiro
autor é quem subscreve, o que reflete uma participacdo maior. Deve ser registrado,
porém, a participacdo nos demais trabalhos ndo foi apenas em plano secundario. Como
¢ sobejamente conhecido, em todo artigo cientifico, uma das fases que exige maior
investimento de tempo, € a publicacdo. Muitos trabalhos de excelente qualidade nao sao
finalmente publicados, em razdo da pouca experiéncia do autor que executou o trabalho
em si (dissertagoes, teses), ou pela desisténcia apds a submissdo rejeitada em primeira
instancia. A nossa participacdo como orientador ou co-orientador, reescrevendo o
trabalho original, ocorreu em dois trabalhos sobre parasitemia (2006, 2011) onde os
aspectos técnicos foram desenvolvidos pelo primeiro autor. No trabalho sobre
allopurinol, desenvolvido pelo Dr. Rassi, coube-nos a execucdo dos exames
parasitologicos e soroldgicos, assim como a redagdo em estreita colaboragdo com o
primeiro autor. Em relacdo a nova técnica de ELISA, além da execugdo dos testes
soroldgicos, inclusive com a nova técnica, a maior parcela de soros foi da institui¢do a
qual pertencemos, com 381 soros, em comparacdo com 215 soros de duas instituicdes
na Bolivia.

Outro aspecto que pode chamar a ateng¢do € que dois deles foram publicados no
formato de nota (“short report”) embora submetidos inicialmente como artigo completo.
Mesmo assim, consideramos que as contribuicdes geradas por ambos foram

significativas.

3.1. Castro AM, Luquetti AO, Rassi A, Chiari E, Galvao LMC 2006. Detection of
parasitemia profiles by blood culture after treatment of human chronic Trypanosoma

cruzi infection. Parasitol Res 99: 379-383.

O primeiro trabalho, desenvolvido como parte da tese de doutoramento de Ana
Maria de Castro, foi iniciado anos antes, em colaboracdo com o Departamento de
Parasitologia da Universidade Federal de Minas Gerais, com o emprego de trés
hemocultivos seriados, antes do tratamento, incluindo a compara¢dao com a PCR (ref.

57). Naquele trabalho, feito as cegas, alguns controles negativos tiveram seu
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hemocultivo negativo, porém obteve-se resultado positivo empregando o teste de PCR.
Foi padronizado, a época, o perfil parasitémico em baixo, quando os trés cultivos foram
negativos, médio quando um dos trés foi positivo e elevado quando dois ou trés exames
foram positivos.

Demos énfase a conveniéncia de excluir os resultados de PCR, teste ainda ndo
satisfatoriamente padronizado (ref. 96), e frisamos este detalhe no momento da sua
submissdo para publicacdo. Neste trabalho, convocamos os mesmos pacientes, apos
terem sido tratados com benznidazol, para fazer novamente trés hemocultivos seriados.
Obviamente nem todos compareceram ou aceitaram essas repeticdes. Foram incluidos
como controles alguns pacientes que nio concluiram o tratamento, muitas vezes devido
a reacOes colaterais deste farmaco.

Os resultados demonstraram o efeito parasiticida, pelo menos supressor, na
maioria dos pacientes. A tabela 1 demonstra a mudanca no perfil parasitémico: de 27
pacientes tratados: oito apresentaram trés hemocultivos negativos iniciais. Apds o
tratamento, o0 mesmo perfil foi observado em sete, € um deles apresentou hemocultivo
positivo, indicando falha terapéutica. Dos 19 restantes, que apresentavam parasitemia
média ou elevada, 17 mudaram seu perfil para trés hemocultivos negativos, indicando o
efeito redutor da parasitemia deste farmaco. Outros dois apresentaram hemocultivos
positivos apds o benznidazol, confirmando o insucesso terapéutico. No grupo controle,
composto de 13 pacientes, mais da metade (n = 7) manteve o mesmo perfil; um dos de
baixa parasitemia apresentou positividade apds aumentar o nimero de cultivos. Entre os
cinco com média parasitemia, um a manteve, dois negativaram e dois mudaram para
elevada parasitemia. No grupo de quatro com elevada parasitemia, trés a mantiveram e
um negativou. Este paciente utilizou o farmaco de forma irregular, sem completar o
tratamento; por isso foi incluido no grupo controle.

Este trabalho com seis hemocultivos seriados, permitiu aferir o efeito supressor
do farmaco empregado, assim como precisou a percentagem de pacientes que apresenta
falha terapéutica no seguimento de 24 meses (11%). Este dado ndo existia de forma
clara na literatura. Obviamente que alguns dos que mudaram o perfil para negativo, vao
apresentar na evolucdo a longo prazo, exames parasitoldégicos positivos, porém a
quantificacdo sé poderd ser avaliada com mais exames. Outra parcela, no decorrer de
lustros, vai apresentar sorologia com titulos decrescentes, até atingir a demonstracao de

cura. Nesses, espera-se que os exames parasitolégicos persistam negativos.
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Este trabalho, embora relativamente recente, ja foi citado 8 vezes, com a média

de cita¢des por ano de 1,33.

3.2. Rassi A, Luquetti AO, Rassi Jr A, Rassi GG, Rassi SG, Silva IG, Rassi AG 2007.
Short Report: specific treatment for Trypanosoma cruzi: lack of efficacy of allopurinol

in the human chronic phase of Chagas Disease. Am J Trop Med Hyg 76: 58-61.

Apo6s vérias publicagdes sobre o efeito terapéutico do allopurinol in vitro, em
animais experimentais € em seres humanos, em estudos nao randomizados, assim como
em outros trabalhos que apontavam para a sua ineficicia, os membros do TDR (OMS)
solicitaram pesquisas nesse sentido. Trés grupos atenderam ao chamado: o grupo de
Cérdoba, Argentina, que tinha publicacdes sobre seu efeito, o grupo de Santa Cruz de la
Sierra, Bolivia, e o grupo de Goids. Os trés deveriam desenvolver o estudo nos mesmos
moldes, recebendo o farmaco e o placebo de Genebra. O racional era comprovar seu
efeito em pacientes com parasitemia patente. Para isso era necessdrio aplicar
xenodiagnostico (a técnica mais utilizada na década de 1990) em nimero elevado de
pacientes, em exames seriados, para aumentar a possibilidade de encontrar pacientes
parasitémicos.

O nosso grupo, liderado pelo Dr. Anis Rassi, iniciou o estudo com quatro
exames sucessivos, aplicando 40 triatomineos por exame. Foram assim selecionados 35
individuos elegiveis. Foi administrado as cegas o farmaco ou o placebo, durante 60 dias,
e apos, reiniciados os exames de xenodiagndstico. Embora o protocolo inicial previsse
apenas trés xenodiagndsticos seriados, Anis Rassi pleiteou a sua realizacio mensal
durante 12 meses, o que foi finalmente aceito.

Ap6s a abertura dos cédigos, todos os 17 pacientes que receberam o farmaco,
apresentaram xenodiagnéstico positivo, como pode ser observado na tabela 3.
Concluimos pela ineficicia do allopurinol na fase cronica, como medicamento Unico,
em pacientes do Brasil Central (Tc2). Trabalho similar conduzido na Bolivia mostrou
resultados similares, porém foi divulgado em periddico local, de baixo impacto.

Este trabalho, concluido em 1997, com resultados negativos, foi redigido
posteriormente, submetido ao periddico Transactions of the Royal Society for Tropical
Medicine and Hygiene, rejeitado, reapresentado como artigo original ao periddico
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, aceito finalmente como ‘“‘short

report” e exemplifica o arduo percurso para obter resultados publicados em periddicos
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de impacto, em particular quando os resultados sdo negativos. Apesar da apresentacao

como short report o mesmo foi citado ja onze vezes, com 2,2 citagdes por ano.

3.3. Luquetti AO, Espinoza B, Martinez I, Becerril-Hernandez N, Ponce C, Ponce E,
Reyes PA, Hernandez O, Lopez R, Monteén V 2009. Performance levels of four Latin
American laboratories for the serodiagnosis of Chagas disease in Mexican sera samples.

Mem Inst Oswaldo Cruz 104: 797-800.

A polémica sobre o diagndstico soroldgico de pacientes infectados no México €
antiga, em parte pelos proprios pesquisadores desse pais, que acreditaram que 0s
reagentes comerciais, utilizados preferentemente no diagndstico, e preparados até ha
pouco no Cone Sul, fossem inadequados para o diagndstico de pacientes infectados com
Tcl. Para verificar esta hipétese, Monteén (Instituto Nacional de Cardiologia) preparou
um painel de 98 soros que foram distribuidos para outro laboratério no México
(Universidad Auténoma de México), Honduras (Ponce) e Goidnia como centro de
referencia. No México foram utilizadas duas cepas isoladas localmente (Ninoa e
Querétaro) em ensaios de ELISA, western blot, e imunofluorescéncia indireta (IFT). Em
Honduras foram empregados dois kits de ELISA de procedéncia argentina (Wiener), um
com antigeno bruto (ndo purificado) e outro com antigeno recombinante, assim como
um teste rdpido (Stat-pack). No Brasil, utilizamos ELISA e IFI a partir de cepa Y, e
hemaglutinacdo indireta, assim como IFI com antigeno de leishmania, que também foi
utilizado por Montedn.

Os resultados demonstraram boa concordancia entre 0s quatro centros, entre 0s
40 soros classificados como positivos e os 58 negativos.

Este estudo demonstrou claramente que € possivel diagnosticar a infecgdo pelo 7.
cruzi em pacientes mexicanos, utilizando reagentes preparados com cepas de 7. cruzi de
origem diversa. Embora considerado trabalho essencial para dirimir definitivamente esta
davida, e submetido como artigo original, o trabalho foi finalmente aceito como short report.

Mesmo sendo recente e no formato de nota, ja foi citado trés vezes, na razao de 1 por ano.
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3.4. Hernandez P, Heimann M, Riera C, Solano M, Santalla J, Luquetti AO, Beck E
2010. Highly Effective Serodiagnosis for Chagas Disease. Clin Vaccine Immunol 17:
1598-1604.

Esta recente colaboracdo decorreu da necessidade do grupo que descreveu o
teste, de testar a sua especificidade e sensibilidade com nimero significativo de soros. O
pesquisador principal, Dr. Beck, o desenvolveu com o intuito de obter um teste de
ELISA econdmico, para utilizagdo em regides endémicas. Para tal, utilizou peptidios
sintéticos de seqiiéncias repetitivas de aminodacidos, freqiientes no 7. cruzi. Obteve uma
fusdo de antigenos recombinantes ja referidos na literatura (B13, CRA) e peptidios
sintéticos (TcD, TcE) construindo um antigeno chamado TcBCDE. Um cuidado
especial consistiu no emprego de soros de pacientes com calazar (n=35). Apds anélise e
ajustes de concentracdo com os soros procedentes da Bolivia, o teste foi utilizado em
Goiania, onde demonstrou excelente especificidade (em 216 soros ndo reagentes) e
sensibilidade (em 165 soros reagentes, a maioria de baixa reatividade, porém positivos
nos trés testes convencionais utilizados. O idealizador deste projeto, pertencente a uma
Universidade da Alemanha, frisou o baixo custo do antigeno utilizado, bem como a
disponibilidade gratuita de dados gendmicos, que permitem escolher antigenos com
maiores possibilidades de sucesso.

Destacamos, neste caso, o trabalho em equipe, na qual um grupo cria um teste,
porém ndo tem condicdes de testar o seu desempenho, e outros grupos de pesquisa,

contando com sorotecas de porte, podem atestar as qualidades do produto gerado.

3.5. Siriano LR, Luquetti AO, Avelar JB, Marra NL, Castro AM 2011. Chagas Disease:
Increased Parasitemia during Pregnancy Detected by Hemoculture. Am J Trop Med Hyg
84: 569-574.

Este trabalho € fruto de dissertacdo de mestrado da primeira autora,
desenvolvido no laboratério de Chagas, onde trabalha. Ele foi possivel gragas a parceria
estabelecida com a Associacdo de Pais e Amigos de Excepcionais (APAE) de Goiania,
que, juntamente com a Secretaria Estadual de Satde, estabeleceram convénio para
realizar testes soroldgicos para diversos agravos, nas gestantes do Estado de Goids.
Alids, o primeiro convénio foi firmado no Estado do Mato Grosso do Sul, com inicio

em 2002, entre a APAE local e a Secretaria Estadual de Saade.
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Em virtude de seu sucesso, a experiéncia foi repetida no Estado de Goids. Fomos
procurado a época para confirmar os casos com triagem (em papel filtro) para o
marcador Chagas. Dada a caracteristica estadual, milhares de amostras de todos os
municipios do Estado s@o recebidas por més, e comecamos a receber, desde 2004, soros
para confirmagdo da infeccao por 7. cruzi, confirmando aproximadamente 80%. Alem
do diagnéstico laboratorial, é oferecido o atendimento da gestante, no ambulatério de
Chagas, sob nossa dire¢do. Isto possibilitou a execu¢do deste trabalho, haja vista que
uma parcela das gestantes confirmadas, comparece para atendimento clinico.

Nessa ocasido, a partir de junho de 2006, ate julho de 2007, foram convidadas a
participar do projeto 101 gestantes. Como controle, foram convidadas 51 pacientes do
ambulatério, também infectadas pelo 7. cruzi, porem niao gestantes. O objetivo era
confirmar o aumento de parasitemia descrito na gravidez, por meio de hemocultivo, em
uma tunica ocasido. De cada caso foram feitos sete hemocultivos e verificada a presenca
de parasitos mensalmente, durante cinco meses.

Os resultados demonstraram que houve aumento significante da parasitemia, no
grupo de gestantes (29,4% de hemocultivos positivos nas ndo gestantes e 60,4% nas
gestantes), confirmando, agora por hemocultivo, o que ja tinha sido descrito por
xenodiagnéstico. O fato novo, e ndo esperado, foi que o aumento foi significativamente
maior nos primeiros meses da gestacdo, o que pode permitir interpretacdes relacionadas
com a transmissao congénita.

Apé6s muita insisténcia, respondendo a inimeros questionamentos de varios
revisores, o trabalho foi finalmente aceito em periddico da especialidade.

Acreditamos ter contribuido em drea pol€mica, pois até hoje ndo se compreende
a transmissdo congénita e os fatores que determinam a passagem do parasito ao feto.
Este achado chama a atencdo para um periodo menos estudado na gestante chagasica,
antes de 21 semanas. Talvez devido ao aumento da parasitemia nessa €poca, as raras

transmissdes ocorram neste periodo.
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3.6. Luquetti AO, Passos ADC, Silveira AC, Ferreira AW, Macedo V, Prata AR 2011.
O inquérito nacional de soroprevaléncia de avaliacdo do controle da doenca de Chagas

no Brasil (2001-2008). Rev. Soc Brasileira Medicina Tropical 44 (Supl.2): 1-19.

Este trabalho foi concebido, conduzido e concluido com o auxilio do professor
Aluisio Prata, recentemente falecido. Apds a luta para eliminar o principal transmissor
da doenca de Chagas, o Triatoma infestans, por meio da borrifacdo em todos os
municipios do pais, levado a cabo pela ex-SUCAM, na década de 1980, havia
necessidade de demonstrar que o controle da transmissdo tinha sido efetivamente
alcancado. Uma das formas de alcancgar este objetivo consiste na busca de infectados
entre aqueles que nasceram apds as medidas de controle. O sonho do Dr. Prata, era
comprovar essa hipétese. Para tal, desde 1997, grupos de estudo reuniam-se em cada
congresso da Sociedade.

Em 2001, foram constituidas as equipes e fomos convidado a participar, com o
diagndstico sorolégico, nos moldes do inquérito anterior (1975-1980), em nivel
nacional. Apés cuidadoso célculo do tamanho amostral, foi decidido que apenas um
laboratério faria todos os testes em papel-filtro, com controle de qualidade executado
em um segundo laboratério. Fizemos vdrias exigéncias: um nimero dnico para cada
amostra, utilizar papel filtro de qualidade indiscutivel (Whatmann No. 1) e aplicar dois
testes em cada amostra (ELISA e IFI). A idade das criancas deveria ser desde o
nascimento até os cinco anos incompletos.

Foi iniciado um projeto piloto e, a partir de 2002, nos dedicamos a este projeto, até
2008. Recebemos mais de 110.000 amostras nesse periodo, e encaminhamos para controle
de qualidade (Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo) 15.000 amostras. Quatro
técnicos em tempo integral foram necessérios para o processamento durante estes anos.

Os resultados, publicados recentemente on line, confirmaram o sucesso das
campanhas de borrifacdo, ndo se encontrando criancas infectadas em dareas onde
imperava o T. infestans. Apenas 11 criancas (0,01%) foram confirmadas por coleta de
sangue venoso, filhos de maes sorologicamente negativas, sendo que a maioria residia
na regido Nordeste, drea sem 7. infestans.

Como resultado colateral, e ndo esperado, foram encontradas muitas criangas
confirmadamente positivas, no Estado do Rio Grande do Sul, onde a populacido de
criangas estudadas foi de 5% do total (4.500 amostras). Doze criangas foram positivas

filhos de maes reagentes, caracterizando transmissao vertical. Apenas outras oito foram
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encontradas no restante do pais, também filhos de maes chagésicas dentre 100.500
criangas analisadas. A freqiiéncia de transmissao congénita no sul do Brasil foi similar a
encontrada nos paises do Cone Sul, indicando a presenca de outro tipo de 7. cruzi, o
TcVeoTcVL

Esse subproduto do inquérito Nacional, ndo tinha sido relatado anteriormente, e
vem reforcar a existéncia de diferencas regionais, dependentes de diferentes tipos de 7.
cruzi, mais do que a diferencas da genética dos hospedeiros. Este exemplo vem a somar
com outros ja descritos, como a presenca de megaesdfago no Brasil Central, a
cardiopatia mais grave na mesma regiao, e o escasso efeito terapéutico do nifurtimox.

O investimento nesta empreitada, em parceria com a Faculdade de Medicina do
Triangulo Mineiro, Universidade de Brasilia, Instituto de Medicina Tropical de Sao
Paulo e Universidade Federal de Goids, foi compensados pelo resultados obtidos,
validando o controle do triatomineo para interromper a transmissdo da infecgdo e

aportando conhecimento sobre a transmissdo congénita.
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4. CONCLUSOES

Ap6s os comentérios referentes a producao cientifica relevante dos dltimos cinco
anos, as conclusodes relativas aos trabalhos efetuados com pacientes procedentes do
Brasil Central (72, 77, 93, 98) se referem sempre a regido onde o parasito isolado
apresenta caracteristicas predominantes de Tcll. Essas conclusdes podem ndo ser
vélidas para regides com circulagdo preponderante de outros tipos de 7. cruzi, tais como
sul do Brasil, Amazo6nia, Cone Sul, America Central e México.

Em relacdo ao trabalho com soros de pacientes do México (91), as conclusdes se
referem ao Tcl. Os resultados do inquérito nacional (100) representam a situacdo no
Brasil, onde podem ser encontrados os seis tipos de 7. cruzi.

Com essas ressalvas, concluimos que:

1. Artigo 1. A parasitemia na fase cronica da doenga de Chagas € varidvel, como ja
era conhecido. Empregando-se trés hemocultivos seriados foi possivel dividir os
40 pacientes em trés perfis: elevada (n = 15; 37,5%); média (n = 13; 32,5%) e
baixa parasitemia (n = 12; 30%). O numero de pacientes com parasitemia
detectdvel aumenta a medida que os exames sdo repetidos, fato ja descrito. O
tratamento especifico com benznidazol tem como efeito imediato a negativacao
das hemoculturas, demonstrando sua atividade parasiticida. De 19 pacientes com
média ou elevada parasitemia, 17 (90%) apresentaram trés hemocultivos
negativos em seguimento de dois anos. A percentagem de falha terapéutica apos
dois anos do tratamento € de 11% (3/27). Este percentual ndo era conhecido na
literatura.

2. Artigo 2. O allopurinol (900 mg/dia) administrado durante 60 dias na fase
cronica da doenca de Chagas, ndo é eficaz, persistindo os pacientes com exame
parasitolégico positivo (xenodiagndstico).

3. Artigo 3. Pacientes na fase cronica da doenca provenientes do México podem
ser diagnosticados com reagentes fabricados com cepas de 7. cruzi nao
autoctones.

4. Artigo 4. Um novo teste de ELISA, utilizando uma proteina de fusdo de 24 kDa
apresentou sensibilidade e especificidade acima de 99%.

5. Artigo 5. A parasitemia nas gestantes aumenta, de 29,4% para 60,4%, com
hemocultura tnica. Este aumento corrobora pesquisas anteriores, com

xenodiagnostico. O aumento da parasitemia ocorre relacionado a idade
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gestacional, sendo maior nas primeiras 21 semanas, fato ndo descrito
anteriormente.

Artigo 6. O inquérito nacional de soroprevaléncia para avaliar o controle da
doenca de Chagas no Brasil, ndo encontrou criancas infectadas em dreas
anteriormente colonizadas pelo Triatoma infestans, demonstrando a efetividade
das medidas de borrifacdo. Foram estabelecidas diferengas geograficas no
tocante a transmissdo congénita no Brasil. Confirmou-se a baixa prevaléncia
deste mecanismo de transmiss@o em todo o Brasil, com excecdo do estado do
Rio Grande do Sul, onde o tipo de 7. cruzi circulante € outro (TcV-VI). Este é o

primeiro relato de associacao de tipo de 7. cruzi com a transmissdo vertical.
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