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Resumo

Estudo Piloto sobre a Prevaléncia da Doenca de Chagas em Gravidas Latino-
americanas em Portugal

Ana Rita Filipe Ferréo

A Doenca de Chagas é causada pelo protozoario Tripanosoma cruzi e pode ser
transmitida aos humanos através do insecto vector triatomineo (apenas na Ameérica
latina), de mée para filho, por transfusdo ou por transplante. Apds uma fase aguda de
algumas semanas de duracdo, a doenca evolui durante décadas de forma
assimptomatica. Cerca de 40% dos individuos nesta fase progridem para a fase crénica,
caracterizada por insuficiéncia cardiaca progressiva e/ou dilataces do trato digestivo.

O deslocamento de um nimero cada vez mais elevado de migrantes da América
Latina para a Europa faz com que a Doenca de Chagas seja actualmente um problema
de salde publica nesta regido. Importa conhecer a sua epidemiologia através de
inquéritos seroldgicos de forma a permitir uma adequada e atempada actuacdo das
autoridades de saude. Em Portugal o nimero de imigrantes latino-americanas tem
aumentado ano apds ano, destacando-se o Brasil como pais de origem. No entanto, o
namero de migrantes infectados por T. cruzi no nosso pais ndo é conhecido, apontando
as estimativas para a existéncia de cerca de 500 a 1000 individuos chagasicos. Neste
estudo multicéntrico foi avaliada a prevaléncia da infeccdo por T. cruzi em gravidas
latino-americanas em trés servigos hospitalares de Lisboa, onde a percentagem de
imigrantes latino-americanos € a mais elevada do pais. Mais de 95% da amostra
estudada é originaria do Brasil. N&do foram encontrados neste estudo casos positivos
para Doenca da Chagas. No entanto, foi possivel elucidar os profissionais de saude
sobre o impacto da Doenca de Chagas, avaliando a necessidade de implementacdo de
programas de rastreio continuado.

A comparacdo entre testes laboratoriais corresponde a um dos métodos utilizados
na validacdo de técnicas, sendo que em Portugal esse tipo de estudo nunca antes havia
sido efectuado para a Doenga de Chagas. Foi realizada uma comparagdo entre dois
testes seroldgicos de rastreio (ELISA) para Doenca de Chagas das empresas REM e
OrthoClinicalDiagnostics. Concluiu-se que as diferencas entre os sinais obtidos nédo
diferem significativamente.

Palavras-chave: Doenga de Chagas; Trypanosoma cruzi; Doenca Emergente;
Imigracdo; Prevaléncia; Transmissao vertical.



Abstract

Pilot Study on the Prevalence of Chagas Disease on Latin-american pregnant
women in Portugal

Ana Rita Filipe Ferréo

Chagas Disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and can be
transmitted to humans by the vector triatomin bug (only in Latin America), from mother
to child, through transfusion or transplant. After an acute phase of a few weeks of
duration, the disease evolves over decades in an assymptomatic form. About 40% of the
subjects at this stage progress towards the chronic phase, characterized by progressive
heart failure and/or dilations of the digestive tract.

The displacement of a growing number of migrants from Latin America to Europe
makes Chagas Disease currently a public health problem in this region. It is important to
know its epidemiology through serological surveys in order to allow a proper and timely
action by the health authorities. In Portugal, the number of Latin American immigrants
has increased year after year, highlighting Brazil as the country of origin. However, the
number of migrants infected with T. cruzi in our country is not known, pointing the
estimates for the existence of about 500 to 1,000 individuals with Chagas Disease. In
this multicenter study the prevalence of T. cruzi infection in Latin American pregnant
women was evaluated in three hospitals of Lisbon, where the percentage of latin
american immigrants is the highest in the country. More than 95% of the sample studied
is from Brazil. No positive cases were found positive cases for Chagas Disease in this
study. Nevertheless, it was possible to elucidate the health professionals about the
impact of Chagas Disease, evaluating the need for the implementation of permanent
screening programs.

The comparison between laboratory tests is one of the methods used for the
validation of techniques, and in Portugal this type of study had never been carried out
before for Chagas Disease. A comparison was made between two serological tests
(ELISA) for Chagas Disease from the manufacturers REM  and
OrthoClinicalDiagnostics. It was concluded that the differences between the signals
obtained did not differ significantly.

Key Words: Chagas Disease; Trypanosoma cruzi; Emerging Disease;
Immigration; prevalence; vertical transmission.
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1 Introducéo

1.1 Doenca de Chagas

A Doenga de Chagas, ou Tripanosomiase Americana, é uma zoonose causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi), transmitida maioritariamente através de um
vector invertebrado, da subfamilia Triatominae (Maudlin et al. 2004; World Health
Organization 2007a; WHO Expert Committee 2002). A doenca evolui em trés fases:
aguda, até cerca de dois meses ap6s infeccdo (World Health Organization 2010),
cronica indeterminada e crénica sintomatica (cardiaca e/ou digestiva), entre 10 a 30

anos apos infeccdo (A. Rassi & José Antonio Marin-Neto 2010).

1.1.1  Trypanosoma cruzi

T. cruzi é um organismo dipléide, protozoario, tendo sido o seu genoma
totalmente sequenciado em 2005 (El-Sayed et al. 2005; Teixeira et al. 2006).
Pertencente a classe Zoomatigophora, inclui-se na ordem Kinetoplastida, e na familia
Tripomastideae (Teixeira et al. 2006). Na ordem Kinetoplastida encontram-se 0s
protozoarios flagelados pertencentes as espécies Trypanosoma e Leishmania, que
possuem um organelo denominado cinetoplasto (Stuart et al. 2008). O cinetoplasto
corresponde a uma regido de acido desoxirrribonucleico (ADN) existente numa Unica e
grande mitocéndria, perto da qual é originado o flagelo destes parasitas (Stuart et al.
2008). O cinetoplasto contém cerca de 10% a 15% do ADN total da célula, codificando
genes necessarios ao funcionamento da mitocondria (Teixeira et al. 2006). Os
cinetoplastideos podem reproduzir-se assexuada e sexuadamente, conferindo-lhes a
ultima diversidade genética, que se reflecte na patogenicidade (Stuart et al. 2008); Vago
et al. 2000; Teixeira et al. 2006). A reproducdo assexuada de T. cruzi existe em duas
fases do seu ciclo evolutivo (Tomazi et al. 2009). A hipotese ainda ndo confirmada
deste parasita também se reproduzir sexuadamente justifica a existéncia de uma
diversidade genética que se tem evidenciado ao longo dos anos (Teixeira et al. 2006;
Tomazi et al. 2009). Na tabela 1 encontram-se resumidas as caracteristicas celulares de

T. cruzi.



Tabela 1 - Caracteristicas celulares de T. cruzi, segundo os autores de Souza, Teixeira et
al. e Alberts et al..

Estrutura celular

Membrana
plasmatica

Citoesqueleto

Flagelo

Bolso flagelar

Vesiculas
endociticas
Reservossoma

Lisossoma

Cinetoplasto

Glicosoma

Acidocalcisoma

Nucleo

Nucléolo

Ribossoma

Reticulo
Endoplasmatico

Complexo de Golgi

Vacuolos

Funcéao
Delimitacdo e protec¢éo celular.

Funcéo estrutural, separacdo de
cromossomas durante a mitose.
Movimento e adesdo a superficie
celular nos hospedeiros vertebrados e
as membranas do intestino nos
hospedeiros invertebrados.

Ingestdo de macromoléculas nas
formas epimastigotas.
Transporte de macromoléculas
ingeridas.
Armazenamento de macromoléculas
ingeridas, utilizadas na passagem de
epimastigota para tripomastigota.
Digestéo enzimética.

Codificagdo de genes necessarios ao
funcionamento da mitocondria.

Actividade enzimatica responsavel
pela oxidacdo de aminodcidos e lipidos
e pelo processo glicolitico.
Concentragdo de calcio.

Regulacdo da expressdo genética.

Producéo de subunidades dos
ribossomas.

Producdo de proteinas através do

processo de traducdo de RNAm.

Sintese e transporte de lipidos e
proteinas.

Sintese de hidratos de carbono e
distribuicdo de produtos sintetizados
no reticulo endoplasmatico.
Armazenamento, digestao ou excre¢do
de moléculas.

Caracteristicas

Trés estruturas: glicocélice,
bicamada lipidica e camada de
microtubulos.
Microtabulos localizados por baixo
da membrana plasmatica.
Microtabulos e dineina.

Depressdo da superficie celular.
Ligadas ao reservossoma.

Compartimento pré-lisossomal.

Compartimento delimitado por uma
membrana onde estdo armazenadas
enzimas digestivas.
Condensacéo de ADN extranuclear,
na mitocondria, formando uma
estrutura arredondada abaixo da base
do flagelo. Compactado nas formas
epimastigota e amastigota, mas
disperso na forma tripomastigota.
Redondo ou alongado.

Estrutura acida cujo nimero dentro
da célula varia de acordo com ciclo
celular.

ADN celular delimitado pelo
envelope nuclear.
Agregado de macromoléculas
existente no ndcleo, ndo delimitado
por membrana.

Duas subunidades proteicas.

Rede de tubulos e vesiculas
delimitada por uma membrana que
pode estar associada a ribossomas.

Sistema membranar que se encontra
entre o reticulo endoplasmatico e a
membrana plasmatica.
Estrutura oval delimitada por
membrana.



Desde a descoberta do agente da Doenga de Chagas que se foram verificando ao
longo dos anos diferentes caracteristicas morfoldgicas e genéticas de isolados de T.
cruzi, assim como diversas formas clinicas da patologia em hospedeiros de diferentes
contextos epidemiolégicos (International Symposium 1999). A partir da década de 70 a
populagéo de T. cruzi tem vindo a ser caracterizada em subgrupos com nomenclaturas
diferentes de acordo com cada autor e com as caracteristicas do parasita estudadas
(Zingales et al. 2009). S&o exemplos disso a classificagdo de Trypanosoma segundo
caracteristicas biologicas, bioquimicas ou genéticas em Zimodemas, Biodemas,
Esquizodemas, Clonets, Linhagens, Clades, Haplotipos e Discrete Typing Units (DTU)
(Zingales et al. 2009; Andrade & Magalhées 1997; Dias 2006).

Em 1999 foi recomendado que as populacdes de T. cruzi se agrupassem
englobando tanto factores bioldgicos como também quimicos e moleculares, levando a
uma classificacdo baseada em dois grupos: T. cruzi | e T. cruzi Il, restando no entanto
por classificar algumas populagdes consideradas hibridas (Zingales et al. 2009). Através
da analise de ADN mitocondrial foi, em 2006, denominado um novo grupo, T. cruzi Il
(de Freitas et al. 2006).

Em 2009 no Brasil foi recomendada uma nova classificagdo para Trypanosoma
cruzi, pelo comité especializado em investigacdo sobre a Doenca de Chagas,
considerando a existéncia de seis grupos: T. cruzi I, T. cruzi Il, T. cruzi HlI, T. cruzi 1V,
T. cruzi V, e T. cruzi VI. Esta classificacdo engloba todas as populacdes conhecidas do
parasita (Zingales et al. 2009).

A viruléncia e a patogenicidade do Trypanosoma cruzi estdo relacionadas com a
diversidade dos parasitas (Teixeira et al. 2006), uma vez que esta tem influéncia na
distribuicdo tecidular do parasita no organismo do hospedeiro (Vago et al. 2000). A
viruléncia da estirpe produz efeitos ao nivel da modulacdo da funcdo das células
apresentadoras de antigénio (CAA, ou APC do inglés antigen presenting cells) (Soto et
al. 2003).

O grupo T. cruzi | associa-se ao ciclo silvatico e é encontrado principalmente mais
a Norte na Ameérica do Sul e na América Central, estando mais relacionado com casos
de infeccdo aguda e formas cardiacas de infeccdo cronica, considerando-se de facil
tratamento em infeccdo humana (Fondation Merieux & World Health Organization
2008; de Freitas et al. 2006; World Health Organization 2007D).



T. cruzi 1l predomina no ciclo doméstico e circula principalmente no cone Sul da
América do Sul (Fondation Merieux & World Health Organization 2008; de Freitas et
al. 2006; Rassi et al. 2010; World Health Organization 2007b). Encontra-se relacionado
tanto com a fase aguda como crénica, mas bastante associado a cardiomiopatias severas,
e de dificil tratamento (Fondation Merieux & World Health Organization 2008; Rassi et
al. 2010).

Quanto a T. cruzi Ill, é encontrado em infeccdo humana principalmente no Brasil
(Zingales et al. 2009; de Freitas et al. 2006). Os outros grupos de T. cruzi predominam
no cone Sul da América do Sul (Zingales et al. 2009; World Health Organization
2007b).

Para além do Homem, outros animais mamiferos podem ser afectados pela
Doenca de Chagas, pertencentes as Ordens Chiroptera, Edentata, Marsupialia,
Rodentia, Lagomorpha, Carnivora e Primata (Teixeira et al. 2006; WHO Expert
Committee 2002). A infeccdo por T. cruzi afecta mais de 150 espécies de 24 familias de
animais domeésticos e selvagens no continente americano (World Health Organization
2007a; WHO Expert Committee 2002).

Existe outro parasita pertencente a espécie Trypanosoma cuja distribuicdo se
sobrepBe a de T. cruzi e capaz de infectar os mesmos hospedeiros que T.cruzi,
Trypanosoma rangeli (World Health Organization 2007b). Este protozoario ndo é
patogénico mas infeccdes mistas com T.cruzi sdo relativamente comuns em humanos
(World Health Organization 2007b).

1.1.2 Epidemiologia da Doenga de Chagas

O ciclo de vida de T. cruzi inicia-se na transmissao ao homem aquando da picada
de um triatominio vector do parasita (hospedeiro invertebrado) (Chagas 1909). O vector
possui parasitas na sua forma infectante nas suas fezes e, a cada refei¢do (picada), ele
defeca (Cook & Zumla 2009). Os parasitas infectantes, tripomastigostas metaciclicos,
penetram no organismo do hospedeiro humano por ac¢do mecénica do proprio
individuo, ao esfregar o local da picada (Chagas 1909; Cook & Zumla 2009). Dentro do
organismo humano, o parasita tem a capacidade de penetrar nas células, encontrando-se
especialmente em macrofagos, células do mdsculo liso e estriado, e fibroblastos

(Piacenza et al. 2009). Nas células tornam-se em amastigotas que se multiplicam por



fissdo binéria, formando quistos que acabam por sofrer uma ruptura (Chagas 1909;
Cook & Zumla 2009; Stuart et al. 2008). Este ciclo intracelular replicativo dura cerca de
quatro dias (Teixeira et al. 2006). Ap6s o rebentamento celular os parasitas reaparecem
na circulacdo sanguinea sob a forma de tripomastigotas, podendo penetrar novas células
ou permanecer em circulagdo (Stuart et al. 2008). As formas amastigotas podem
persistir no corpo do hospedeiro durante decadas nas células do tecido muscular
(Teixeira et al. 2006). E possivel infectar um vector que se alimente na fase em que 0s
parasitas se encontram em circulacdo (Chagas 1909; Cook & Zumla 2009). Apéds a
ingestdo de tripomastigotas com o sangue do hospedeiro vertebrado, no aparelho
digestivo do vector da-se a replicacdo de formas ndo infectantes do parasita,
epimastigotas (Piacenza et al. 2009: Stuart et al. 2008). Estes migram para 0 recto e
sofrem nesse local alteracGes bioldgicas (metaciclogénese) que levam a formacédo de
formas infectantes e ndo replicativas do parasita, tripomastigotas metaciclicos (Piacenza
et al. 2009). Na tabela 2 encontram-se resumidas as caracteristicas estruturais do
parasita em cada fase do ciclo de vida. No entanto, as suas caracteristicas podem variar
de acordo com a estirpe do parasita, a fase de infeccdo, e a espécie do hospedeiro (Sousa
1999).



Tabela 2 — Caracteristicas estruturais das formas evolutivas de T. cruzi segundo 0s
autores De Sousa, Chagas, Marin-Neto e Maudlin. Imagens extraidas de Bern et al.
2007, de http://www.fcfrp.usp.br/ e de http://dna.kdna.ucla.edu/.

Forma Evolutiva Caracteristicas

Tripomastigotas metaciclicos Finos, flagelados, 17 a 22 um de comprimento,
cinetoplasto grande, redondo e subterminal.

) Amastigotas Sem flagelo, forma esférica, pequeno cinetoplasto.
Tripomastigotas Flagelados, comprimento total de 16,3 a 21,8 pum,
cinetoplasto subterminal. Apresentando forma de “C”,
ol podem ser finos, muito largos ou intermédios.
»
Epimastigotas Flagelados, alongados, apresentando o cinetoplasto numa

localizagdo central, perto do nucleo.

>

Existe um grande nimero de reservatdrios vertebrados e de insectos triatomineos
que participam na transmissé@o desta doenca, tornando complexa a sua epidemiologia e 0
seu controlo (World Health Organization 2007a).

A transmissdo do parasita pode ocorrer também através de transfusdo sanguinea,
transmissdo vertical (Reiche et al. 1996), amamentacdo, transplante de érgdos (WHO
Expert Committee 2002), ou por penetracdo pela conjuntiva, mucosa oral ou nasal
(Cook & Zumla 2009). Os acidentes laboratoriais sdo também apontados como uma
importante forma de transmissdo do parasita (World Health Organization 2009b). E
crescente 0 numero de casos de infec¢do por via oral, por contaminagdo de alimentos
consumidos in natura contendo o parasita, nomeadamente em sumos (Dias 2006).

Encontram-se em curso ha varias décadas estudos com o objectivo de desenvolver
uma vacina que previna esta doencga (Panzera et al. 2004). As dificuldades encontradas
nesta area relacionam-se essencialmente com a variabilidade genética entre estirpes de
T. cruzi, com algumas questdes éticas que se prendem com a sua utilidade em funcédo do

diagnostico tardio da patologia, e também com questbes econdémicas uma vez que se



trata de uma doenca negligenciada (Stuart et al. 2008; Fondation Merieux & World
Health Organization 2008).
Em areas ndo endémicas a transmissdo do Tripanosomiase Americana ocorre

principalmente através de transfusdes e transmisséo vertical (Schmunis 2007).

1.1.2.1 Evolucéo Clinica da Doenca

Existem manifestacBes clinicas na fase aguda e na fase cronica; no entanto a
maioria dos doentes que se encontra em fase indeterminada ndo apresenta sintomas e
ndo sabe estar infectado, podendo transmitir a infeccdo por via congénita, doacdo de
sangue ou orgdo (Dias et al. 1956).

A primeira fase tende a ocorrer nos primeiros anos de vida, sendo verificados
sintomas inespecificos como febre, mal estar geral, dores musculares, anorexia, € em
alguns casos diarreia e vomitos. Como sinais localizados encontram-se geralmente
edema, aumento dos nddulos linfaticos, hepatomegélia e esplenomegalia (WHO Expert
Committee 2002). O sinal de Romafia (ilustracdo 1), uma conjuntivite unilateral como
resultado da entrada do parasita por penetracdo do parasita na conjuntiva ocular, tem
sido utilizado desde a descoberta da doenca para o reconhecimento de novos casos em
area endémica (Laranja et al. 1948). Na fase aguda da doenca os parasitas, sob a forma
de amastigotas, poderdo encontrar-se em fibroblastos, células Schwann e células gliais,

afectando os neurdnios de forma secundaria (Teixeira et al. 2006).

llustracdo 1 — Sinal de Romaria (extraido de http://www.etsu.edu/com/).

Através da realizacdo de electrocardiograma poderdo ser observados na fase
aguda fendmenos como: taquicardia sinusial, bloqueio auriculo-ventricular de primeiro

grau, baixa voltagem no complexo de ondas QRS e mudangas primarias na onda T. A



realizacdo de radiografia pode em alguns casos evidenciar um aumento na silhueta
cardiaca (Teixeira et al. 2006).

Apobs a infeccdo aguda verifica-se uma grande diminuicdo do nimero de parasitas
em circulacdo e este é encontrado principalmente na sua forma intracelular nos 6rgaos
alvo: coracéo, sistema nervoso central, sistema nervoso autonomo, e sistema digestivo
(placas de Peyer e sistema de conducdo nervoso do trato digestivo) (WHO Expert
Committee 2002). A persisténcia do parasita nestes 0rgdos, associada a determinados
tipos de resposta imune podera levar a complicacdes cardiacas e digestivas decadas
depois, na fase cronica da doenca (WHO Expert Committee 2002).

No entanto, cerca de 70% dos individuos infectados ndo apresenta sintomas da
doenca (World Health Organization 2007a). A Doenca de Chagas caracteriza-se pela
existéncia de uma fase assintomética denominada fase indeterminada, que corresponde
a um periodo prolongado de aparente cura clinica durante o qual a doenca progride
silenciosa e sub-repticiamente (Laranja et al. 1948). Durante esta fase da doenca, 0
aparecimento de variadas lesdes em Orgdos internos, principalmente no coracdo, podem
levar a ocorréncia de morte subita por arritmia cardiaca (World Health Organization
2010; Jr. et al. 2001). Na ocorréncia de morte por falha cardiaca € comum a existéncia
de uma afectacdo cerebral causada por trombos originarios no ventriculo esquerdo
(Carod-Artal & Gascon 2010). Nesta fase a demonstracdo parasitoldgica é dificil, mas a
pesquisa de anticorpos IgG é positiva (Teixeira et al. 2006).

A fase crénica sintomética da Doenca de Chagas ocorre cerca de 10 a 30 anos
apos a infeccdo inicial (Rassi & Marin-Neto 2010). Durante a fase crénica, apds varios
anos de uma fase assintomatica, considera-se que cerca de 20% a 30% dos doentes
poderdo desenvolver sintomas cardiacos, ao passo que cerca de 5% a 10% poderao
desenvolver sintomas digestivos (World Health Organization 2009a).

Destaca-se em termos de importancia clinica a miocardite chagasica cronica, que
leva em muitos casos a ocorréncia de fenomenos trombo-emboliticos, aneurismas
ventriculares e a morte subita (Secretaria de Vigilancia em Saude - Ministério da Saude
2005; Mady & Nacruth 1995). Qualquer um destes fendmenos poderd sugir sem
existéncia de sintomatologia precedente, ou com sintomas que nédo sao valorizados pelo
doente ou pelo médico. A doenca podera progredir até um ponto em que a unica opgéo é

o transplante cardiaco (World Health Organization 2007a).
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Nesta fase, a existéncia de uma miocardite progride lentamente até causar a
dilatacdo das camaras cardiacas, levando a disfuncdo contractil do coracdo (Rassi &
Marin-Neto 2010).

Na fase cronica podem ser observadas anomalias electrocardiograficas variadas,
sendo que o bloqueio do ramo direito associado a hemiblogueio do ramo esquerdo é
sugestivo de miocardiopatia cronica chagéasica (Teixeira et al. 2006).

O aparecimento de alteracBes na trato gastrointestinal, com a existéncia de
dilatacdo no esdéfago e no intestino grosso (megaesofago e megacdlon) é também
caracteristico da fase cronica da doenca, causando disfagia, regurgitacdo ou obstipacao,
levando em alguns casos a malnutricdo e obstrucdo intestinal (Rassi & Marin-Neto
2010; Secretaria de Vigilancia em Saude - Ministério da Saude 2005). Esta dilatacédo
ocorre devido a lesbes nas vias nervosas gque controlam a actividade motora no sistema
digestivo (World Health Organization 2007a).

Em alguns casos os sintomas cardiacos e digestivos podem ocorrer
simultaneamente (World Health Organization 2007a).

Vaérios pesquisadores demonstraram o comprometimento do sistema nervoso
central principalmente durante a fase aguda da Doenga de Chagas e na ocorréncia de
reactivagcdes por imunossupressao. Na fase cronica demonstrou-se 0 comprometimento
do sistema nervoso periférico e central (a nivel cerebelar e psiquiatrico), devido a

alteracdes verificadas na mielina (WHO Expert Committee 2002; Teixeira et al. 2006).

1.1.2.2 Prevaléncia da Doenga de Chagas

As éareas endémicas da transmissdo deste parasita, onde existem insectos
infectados responsaveis pela transmisséo vectorial estdo limitadas a América Central e
Sul (WHO Expert Committee 2002). Fora destas areas endémicas, a Doenca de Chagas
vem assumindo uma importancia crescente, em fungdo do aumento no fluxo emigratorio
de latino-americanos (WHO Expert Committee 2002; World Health Organization
2009b). Na ultima década, em particular na Europa, a Doenca de Chagas vem sendo
reconhecida como um problema emergente de satde publica (WHO Expert Committee
2002; World Health Organization 2009b).

Na regido central do continente americano sdo registadas zonas endémicas em
Belize, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicardgua e Panama

(World Health Organization 2010). Na América do Sul existem zonas consideradas

11



endémicas no Suriname, Guiana, Guiana Francesa, Coldmbia, Venezuela, Argentina,
Chile, Ecuador, Paraguai, Peru, Uruguai, Bolivia e Brasil (World Health Organization
2010). No Brasil existe uma taxa de prevaléncia de Doenca de Chagas de cerca de 1%
(Organizacion Panamericana de la Salud 2006; Secretaria de Vigilancia em Salde -
Ministério da Saude 2005). No mesmo pais, as zonas que representam o maior nimero
de obitos devidos a Doenca de Chagas correspondem aos estados de Goiés, Bahia,
Pernambuco, Parana, Minas Gerais e Sdo Paulo, mas a doenca esta presente em todos 0s
estados (Drumond & Marcopito 2006). Estima-se que a prevalécia da doenca em toda a
zona endémica latino-americana seja cerca de 1,4%, correspondente a 8 milhGes de
individuos (Rassi & Marin-Neto 2010), e que em paises ndo-endémicos existam entre
63 000 a 360 000 individuos infectados, dependendo do nimero de imigrantes ilegais
em cada pais ndo-endémico (Schmunis 2007).

A prevaléncia da Doenca de Chagas nos diferentes paises onde é endémica €
apresentada no gréfico 1.
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Gréfico 1 — Prevaléncia da Doenca de Chagas nos paises endémicos segundo

dados de 2006 da Organizacion Panamericana de la Salud.
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A Doenca de Chagas apresenta maior incidéncia de transmissao vectorial nas
zonas rurais e mais empobrecidas da regido endémica, e € muito associada a pobreza
(World Health Organization 2007a). Este facto deve-se ao habitat favoravel do vector
do parasita (Chagas 1909; World Health Organization 2008). O Triatomineo vive
preferencialmente em reentrancias de paredes e telhados de habitacbes mais
desfavorecidas, rurais ou na periferia de zonas urbanas (Chagas 1909; World Health
Organization 2008). Este insecto € um hemat6fago, que tende a viver perto do Homem,
onde obtém o seu sangue como alimento, normalmente durante a noite (Chagas 1909;
World Health Organization 2008). Assim, a Doenca de Chagas esta bastante associada a
um estatuto social mais baixo, levando em alguns locais a existéncia de discriminacao

social perante os doentes (Magnani et al. 2009).

1.1.2.3 O Vector Triatomineo

O vector da Doenca de Chagas, habitualmente denominado triatomineo, pertence
a ordem Hemiptera, subordem Heteroptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae
(Schofield & Galvao 2009; Teixeira et al. 2006). Esta subfamilia classifica-se em 15
Géneros e 140 espécies conhecidas, distribuidas pelo continente americano, entre 0s
Estados Unidos da América (EUA) e o Sul da Argentina (Schofield & Galvao 2009;
Teixeira et al. 2006).

Os triatomineos sdo hematdfagos obrigatérios dada a sua necessidade de ferro
ionizado (Fe?*) existente na molécula de hemoglobina (Teixeira et al. 2006), e sdo
normalmente activos durante a noite (WHO Expert Committee 2002).

Considera-se que pelo menos 40 espécies de triatomineos sdo hospedeiras para T.
cruzi, embora todas as espécies possuam potencial para transmitir a infeccdo (Teixeira
et al. 2006).

As principais especies responsaveis pela transmissdo de Doenga de Chagas séo
Panstrongylus megistus (P. megistus), Rhodnius prolixus (R. prolixus), Triatoma
brasiliensis (T. brasiliensis), Triatoma dimidiata (T. dimidiata), Triatoma infestans (T.
infestans) e Rhodnius pallescens (R. pallescens) (WHO Expert Committee 2002;

Schofield 2000). T. infestans representa a espécie que melhor se adaptou aos domicilios,
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e tem sido o maior responsavel pela transmissdo vectorial de Doenca de Chagas
(Panzera et al. 2004).
Na ilustracdo 1 encontra-se a distribuicdo das prinicpais espécies responsaveis

pela transmissao vectorial de T. cruzi, por pais, em zona endémica.
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llustracdo 2 — Principais espécies de triatomineos transmissoras de T. cruzi, por
pais, em area endémica segundo dados de Schofield e da Organizacdo Mundial de
Saude, publicados em 2000, 2002 e 2007.

Na segunda metade do século XX verificou-se uma adaptacdo dos vectores as
areas periurbanas, devido a movimentos migratorios (Velarde-Rodriguez et al. 2009).
Como principal vector da Ameérica do Sul e pela sua elevada capacidade de
domiciliagcdo, a espécie T. infestans é a que mais atencdo tem tido por parte dos
programas de controlo vectorial (World Health Organization 2007a).

A erradicacdo da Doenca de Chagas néo é possivel, dado tratar-se de uma zoonose

(World Health Organization 2007a). Os programas de controlo vectorial tém por isso
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como objectivo eliminar ou diminuir as populagdes de vectores existentes no continente
americano, principalmente das espécies domésticas (World Health Organization 2007a).

O controlo vectorial iniciou-se ha mais de 40 anos e tem tido algum sucesso
sobretudo porque os triatomineos se reproduzem lentamente e as populacdes
domiciliadas tém uma baixa variabilidade genética (World Health Organization 2007a).
Actualmente existem iniciativas multinacionais de controlo vectorial que tém alcancado
sucesso, nomeadamente a “Southern Cone Initiative”, “Central American Initiative”,
“Andean Pact Initiative” e a “Amazonian Initiative”, patrocinadas pela Organizacdo
Mundial de Salde (Organizacion Panamericana de la Salud 2006; World Health
Organization 2011). Desta forma, desde os anos 90 tem decrescido o numero de
infeccdes transmitidas por T. infestans na América do Sul, especialmente no Brasil,
Chile e Uruguali, e de R. prolixus na América Central (World Health Organization 2011;
World Health Organization 2007a; World Health Organization 2007b; WHO Expert
Committee 2002).

O Chile declarou-se livre de transmissao vectorial de Doenca de Chagas em 1999
(WHO Expert Committee 2002; Organizacién Panamericana de la Salud 2006), e o
Uruguai em 1997 (WHO Expert Committee 2002). Embora ndo declarem actualmente
casos de transmissdo vectorial, a prevaléncia da doenga em conjunto com a existéncia
de outras formas de transmissdo leva a que esses territérios ndo deixem de ser
considerados paises endémicos (World Health Organization 2011; Organizacién
Panamericana de la Salud 2006). Em 2006 o Brasil declarou a interrupcdo de
transmisséo por T. infestans (World Health Organization 2007b).

As estratégias utilizadas ndo geram os mesmos efeitos em todas as regifes nem
com todas as espécies, devido principalmente a transmissao zoonética em ambiente
silvestre, & diversidade de reservatorios, as caréncias de recursos, e a falta de
continuidade dos programas de controlo (World Health Organization 2007a). Para além
destas dificuldades, muitos insecticidas e pesticidas utilizados no controlo vectorial séo
ainda prejudiciais a salde humana, pelo que os seus riscos e beneficios deverdo ser

avaliados antes da sua utilizacdo (World Health Organization 2011).
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1.1.2.3.1 Resposta Imune no Vector

Os mecanismos imunes dos Triatomineos no que respeita & infecgdo por T. cruzi
encontram-se pouco estudados (Vallejo et al. 2009). No entanto, considera-se que
alguns mecanismos que ocorrem no intestino e hemolinfa do insecto possam inibir o
desenvolvimento de algumas estirpes do parasita (Vallejo et al. 2009; Silva 2002),
nomeadamente a acgdo de lisosimas, lectinas, factores tripanoliticos, activacdo do
sistema profenoloxidase, fagocitose, micro-aglutinacdo, producdo de 6xido nitrico e

superdxido (Vallejo et al. 2009).

1.1.2.4 Transmissdo Transfusional e por Transplante

A existéncia de T. cruzi na circulacdo sanguinea de um individuo dador de sangue
pode levar a que individuos ndo infectados possam vir a sofrer de Doenca de Chagas
apos a recepcao de uma unidade de sangue (World Health Organization 2007b).

A possibilidade de transmissdo de T. cruzi atraves de transfusdo sanguinea foi
colocada pela primeira vez em 1936, sendo que alguns anos mais tarde foi proposta a
utilizacdo do corante violeta de genciana como agente profilatico nos bancos de sangue
(Morel 1999).

O risco de transmissao do parasita através de transfusao € de 10% a 20% por cada
unidade de 500mL de sangue total transfundido (World Health Organization 2007a), e a
sua ocorréncia depende de factores como a concentracdo de parasitas no sangue do
dador, o componente sanguineo a ser transfundido, e a estirpe do parasita (Rassi &
Marin-Neto 2010). E considerada perigosa a transfusio ndo so de sangue total, como
também de concentrados eritrocitarios, plaquetas, leucocitos, plasma e crioprecipitados
(Schmunis 2007).

Em paises endémicos a transmissdao de T. cruzi pela via transfusional tem
merecido mais atencdo na Ultima decada (Schmunis 2007). O risco de transmissao por
transfusdo nestes paises para a Doenca de Chagas tem vindo a diminuir dada a
introducdo de medidas de controlo na América Latina (World Health Organization
2011), existindo actualmente uma norma oficial para triagem seroldgica de dadores de
sangue, embora a cobertura ndo seja de 100% em todos os paises (World Health

Organization 2007a). No Brasil foi redigida a primeira portaria que menciona a
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realizacdo de rastreios para Doenca de Chagas ao dadores de sangue no ano de 1969
(Santos, Luiz et al. 1991).

O numero de pessoas com Doenca de Chagas tem vindo a aumentar nos EUA,
Canada, Austrélia, Japdo e na Europa, o que leva a crer que exista um risco associado de
transmissao via transfusdo sanguinea ou transplante de 6rgdos nestas areas (World
Health Organization 2008; World Health Organization 2009a). Dado o aumento do
numero de Latino-americanos a residir na Europa, considera-se necessaria a avaliacao
da necessidade de implementacdo de programas de rastreio para dadores em risco nos
bancos de sangue (Piron et al. 2008; Schmunis 2007).

A transmissdo de T. cruzi associada a transfusdo sanguinea ou transplante de
orgdos foi ja documentada em paises como os EUA, Espanha, Canada e Suica (Piron et
al. 2008; Gascon et al. 2009; Guerri-Guttenberg et al. 2008) .

Existe desde 2006 uma directiva europeia publicada pelo Parlamento Europeu que
sugere a realizacdo de um rastreio de dadores de sangue e 6rgéos para a infecgdo por T.
cruzi tendo em consideracdo o0 seu historial epidemiologico (Comissdo das
Comunidades Europeias 2006).

A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) preconiza a realizacdo de rastreios de
prevencdo da transmissdo de T. cruzi por transfusdo sanguinea e transplante de 6rgaos
tanto em &rea endémica como em paises ndo endémicos (World Health Organization
2008; Fondation Merieux & World Health Organization 2008; World Health
Organization 2010).

1.1.25 Doenca de Chagas Congénita

A transmissdo congénita de T. cruzi pode ocorrer tanto em casos em que a gravida
sofre de Doenca de Chagas aguda como crénica, incluindo a indeterminada (Bittencourt
1992).

Em 2006 estimou-se a ocorréncia de 14 385 casos de transmissdo congénita por
ano em area endémica. No mesmo ano foi estimada no Brasil uma incidéncia de casos
congénitos perto de 0,135 por cada 100 nascimentos por ano (Organizacién
Panamericana de la Salud 2006).

Os fendmenos bioldgicos que ocorrem na transmissdo congenita ainda ndo se

encontram bem estudados (Hermann et al. 2004). Sabe-se que a gravidez induz um grau
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de depressdo imunoldgica de forma a que o feto ndo seja rejeitado pelo organismo
materno, o que pode levar a uma maior susceptibilidade & ocorréncia de infeccbes em
geral (Mor 2006). A transmissdo congenita de T. cruzi encontra-se associada
principalmente a existéncia de cargas parasitarias maternas elevadas, devido as
alteragBes imunoldgicas caracteristicas da gravidez (Hermann et al. 2004). Outros
factores que podem estar associados a transmissdo congénita sdo a existéncia de niveis
baixos de mondcitos e células T activadas, e a redugdo da producdo de IFN y (Hermann
et al. 2004). A produgdo diminuida de IFN vy verifica-se principalmente em mées mais
jovens e com um nimero mais baixo de gravidezes anteriores (Hermann et al. 2004). A
transmissdo congénita poderd depender ainda de outros factores individuais de cada
gravida, a nivel placentar e sistémico (Torrico et al. 2004; World Health Organization
2007).

Em éarea endémica ndo se verificam associagdes entre a ocorréncia de aborto ou a
frequéncia de prematuridade e a infeccdo chagasica materna (Alonso et al. 1966;
Castilho & Silva 1976).

Na infeccdo vertical, o recém-nascido podera manifestar sinais e sintomas, tais
como anemia grave, edema, convulsdes, hepatosplenomegalia ou ainda lesdes cardiacas,
oculares, ou no sistema nervoso central (Nisida et al. 1999; Fondation Merieux & World
Health Organization 2008). No entanto, quando ndo existe transmissdao ao recém-
nascido, a infeccdo crénica da mae em nada se relaciona com o estado de saude do filho
(Torrico et al. 2004).

Durante a fase de aleitamento materno o risco de transmissdo associa-se a fase da
doenca materna, verificando-se uma associacdo directa entre a transmissdo e a fase
aguda materna, enquanto que o risco na fase cronica materna apenas se relaciona com a

existéncia de sangramento mamilar (Bittencourt 1992).

1.2 Patogénese da Doenca de Chagas

T. cruzi entra nas células do sistema mondcito-fagocitario por fuséo,
internalizando-se no fagolisossoma. Através da estimulacdo de citocinas pro-
inflamatdrias € induzida a sintese de 6xido nitrico que reage com radicais superoxido,

promovendo um stress oxidativo para o parasita, especialmente nas primeiras horas de
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infeccdo (Piacenza et al. 2009). Desta forma, o teor em enzimas antioxidantes do
parasita esta directamente relacionado com a sua viruléncia, e com a parasitémia
(Piacenza et al. 2009). O meio &cido do fagolisossoma em que se encontra o T. cruzi
torna activa uma proteina que Ihe permite sair do vacuolo e persistir no citoplasma na
sua forma amastigota, resistindo assim aos efeitos digestivos do fagolisosoma (Teixeira
et al. 2006).

1.2.1 Resposta Imune Celular

Os antigénios do parasita sdo reconhecidos pelo organismo do hospedeiro atraves
da apresentacdo pelas CAA aos linfocitos T via major histocompatibility complex
(MHC) de classe I, levando a uma resposta imune mediada por células (Andrade 2009).
A apresentacdo pode ser efectuada através de células B, células dendriticas da pele e da
medula ou mondcitos (Burmester & Pezzutto 2005). O complexo péptido-MHC |1 induz
a activacdo e proliferacdo de células T, principalmente devido a secrecdo de tumor
necrosis factor (TNF) o pela célula apresentadora (Burmester & Pezzutto 2005).

Na infec¢do por T. cruzi ocorre uma activacdo das células T helper (Th) 1
originando processos inflamatorios pela produgdo de interferdo (IFN) y (Burmester &
Pezzutto 2005; Fondation Merieux & World Health Organization 2008). A proliferacao
deste tipo de resposta estimula a diferenciacdo exagerada de células T citotoxicas e a
proliferacdo de macréfagos com capacidade tripanocida (devido a producdo de Oxido
nitrico) (Fondation Merieux & World Health Organization 2008; Guedes et al. 2009;
Burmester & Pezzutto 2005). Este mecanismo necessita de uma regulacdo através de
uma resposta Th2 com producdo de citocinas anti-inflamatorias: IL-4, 1L-10 e
transforming growth factor (TGF) p (Guedes et al. 2009; Burmester & Pezzutto 2005).
A resposta Th2 encontra-se relacionada com a replicagdo de T. cruzi e a uma
diminuicdo da actividade dos macrofagos (A. Rassi & José Antonio Marin-Neto 2010).
Verifica-se que na forma indeterminada da Doenga de Chagas existe um aumento na
producéo de IL-10, IL-4 ¢ TGF B, e uma diminui¢cdo na producdo de IFN y ¢ TNF a,
enguanto que na fase crénica sintomatica cardiaca acontece o oposto, com uma menor
actividade supressora das células T reguladoras (Guedes et al. 2009; Burmester &
Pezzutto 2005; Fondation Merieux & World Health Organization 2008). A

multiplicacdo de amastigotas de T. cruzi (forma intracelular) origina ainda uma ruptura
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das células cardiacas e a produgdo de citocinas inflamatorias: IFN y, TNF a ¢ TGF (3
(Andrade 2009).

1.2.2 Resposta Imune Humoral

A presenca de anticorpos (produzidos pelas células B) no sangue dos individuos
infectados com T. cruzi leva a que a sua deteccdo seja considerada um meio de
diagndstico e terapéutica muito Util, uma vez que a parasitémia esta presente apenas em
menos de 50% dos pacientes em fase crénica (Burmester & Pezzutto 2005; Fondation
Merieux & World Health Organization 2008).

A presenca de anticorpos e a classe a que correspondem varia de acordo com a
fase em que se encontra a infeccdo (Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
2007; Bbgus 2007).

Durante a fase aguda exsite uma predominancia de imunoglobulinas da classe
IgM, sendo que na fase cronica existe predominancia de classe 1gG (WHO Expert
Committee 2002). Em doentes ndo tratados, pensa-se que o nivel de parasitémia desca
como consequéncia do atingimento de um equilibrio entre o parasita e a resposta imune
da pessoa infectada (WHO Expert Committee 2002). Este equilibrio pode durar até ao
final da vida do paciente, sendo sempre detectados no sangue anticorpos IgG (WHO
Expert Committee 2002).

Alguns estudos demonstraram que quando existe uma regressdo da doenca é
verificado um decréscimo no titulo de anticorpos, assim como um aumento dos seus
niveis em caso de progressdo (Zauza & Borges-Pereira 2001). Desta forma verificou-se
que existe uma associacédo directa entre os niveis de anticorpos especificos para T. cruzi
e o desenvolvimento da miocardiopatia cronica chagasica (Zauza & Borges-Pereira
2001). Foi também ja demonstrado que quando, apds realizacdo de tratamento, a
gravidade clinica dimunui, ocorre um decréscimo no titulo de IgG, sugerindo uma
possivel cura parasitolégica (WHO Expert Committee 2002). A deteccdo de anticorpos
IgM né&o é muito aconselhada devido a reacgdes cruzadas com factor reumatoide (World
Health Organization 2007b).

A deteccdo de anticorpos em recém-nascidos com a finalidade de diagnosticar
uma infeccdo congenita ndo € aconselhavel, uma vez que poderdo ser detectados no

sangue da crianca anticorpos maternos (Fondation Merieux & World Health
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Organization 2008). Assim, no que respeita a testes laboratoriais de deteccdo de
anticorpos em caso de suspeita de transmissdo congénita (mée infectada com T. cruzi),
devem ser efectuados na crianca seis meses ap0s o nascimento (Fondation Merieux &
World Health Organization 2008; World Health Organization 2007b).

1.2.3 Mecanismos de Evasdo do Parasita

T. cruzi possui a capacidade de resistir ao potencial oxidativo dos radicais
superdxido da célula fagocitica, devido a producdo de uma enzima, ferro superoxido
dismutase, pela mitocdndria (Piacenza et al. 2009). Ocorre uma reaccao quimica que
origina peroxido de hidrogénio, que ao combinar-se com i6es metalicos leva a formagéo
de radicais hidroxilo, cuja toxicidade para o parasita € muito baixa quando comparada
com o efeito dos radicais superdxido (Piacenza et al. 2009; Voet & Voet 2004).

Como mecanismo de evasdo considera-se também a capacidade que o parasita
tem de diminuir a estimulacdo de moléculas de cluster of differenciation (CD) 80 e
CD86 e a sua interac¢do com CD28, indispensavel para a activacdo da célula T (Guedes
et al. 2009; Burmester & Pezzutto 2005). Consegue ainda levar a um aumento da
producdo de CTLA-4 ou PD-1, moléculas que competem com CD28 e tém a capacidade
de terminar a activacdo da célula T (Guedes et al. 2009; Burmester & Pezzutto 2005).

Na fase aguda da doenca, embora existam muitos parasitas nos diferentes 6rgaos e
no sangue, gracas a resposta imune adaptativa a parasitémia é controlada, mas nao
erradicada, pelo que poderd aumentar numa situacdo de declinio do sistema imune
(Soares et al. 2001).

1.2.4 Miocardiopatia Cronica Chagéasica

Existem diversas teorias explicativas para a patogénese da Cardiopatia Crénica
Chagasica, sendo duas das mais estudadas a persisténcia do parasita e a ocorréncia de
fendmenos auto-imunes. Ha evidéncias de que ambas as teorias s&o importantes na
evolucéo da doenga (Soares et al. 2001; WHO Expert Committee 2002).

A primeira teoria mencionada prende-se com a persisténcia de DNA de T. cruzi e
dos seus antigénios em coracOes de doentes com cardiopatica cronica chagasica, ao
mesmo tempo que persistem células T CD8 neste estadio da Doenca de Chagas (WHO

Expert Committee 2002; Teixeira et al. 2006; Girones & Fresno 2003). Assim, muitos
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autores consideram que os fenémenos imunes directamente associados ao parasita s&o
o0s responsaveis pela gravidade da cardiopatia (Gironés & Fresno 2003; Medei et al.
2008). Com a persisténcia das células T CD8 devido a presenca constante do parasita, €
estimulada a libertacdo de citocinas que levam a ocorréncia de danos no 6rgao cardiaco
(WHO Expert Committee 2002; Gironés & Fresno 2003).

Na fase cronica da Doenga de Chagas os anticorpos especificos que fixam o
complemento e lisam os tripomastigostas sanguineos contribuem para que a infeccdo
seja nesta altura latente (Teixeira et al. 2006). Esta fase é assim caracterizada por uma
escassez de parasitas (Girones & Fresno 2003). Varios estudos indicam que a
patogénese da cardiomiopatia cronica estara relacionada com fendmenos auto-imunes
causada pela existéncia de uma quantidade minima de parasitas no coracdo (Andrade
2009). Estes fendomenos sdo descritos devido a mimicidade entre o parasita e antigénios
do proprio hospedeiro, por partilharem epitopos antigénicos (Gironés & Fresno 2003;
Cunha-Neto et al. 1996): a miosina &€ molecularmente mimica da proteina B13 de T.
cruzi (Cunha-Neto et al. 1996). A infeccdo causa destrui¢do tecidular que origina a
libertacdo de autoantigénios, activando-se assim Linfécitos T autoreactivos contra a
miosina nas lesdes cardiacas (Girones & Fresno 2003; Medei et al. 2008). Desta forma,
considera-se que exista uma miocardite linfocitaria, ndo associada a quantidade de
parasitas, traduzindo-se numa reaccdo de hipersensibilidade retardada (WHO Expert
Committee 2002). Vaérios estudos demonstraram ndo s6 a presenca de células T
secretoras de grandes quantidades de IFN y que reagem com miosina ¢ B13, mas

também a existéncia de anticorpos anti-miosina e B13 (Soares et al. 2001).

1.3 Diagnostico de Doenca de Chagas

N&o existe até hoje uma técnica que seja considerada de referéncia para o
diagndstico da Tripanosomiase Americana (Flores-chavez et al. 2007; Otani et al.
2009). No entanto, a OMS preconiza que um diagnostico definitivo de Doenca de
Chagas cronica é aceite se dois testes seroldgicos diferentes revelarem um resultado
positivo, funcionando o primeiro como teste de rastreio e o segundo como teste
confirmatorio (WHO Expert Committee 2002). Segundo normas aprovadas no que

respeita aos testes imunoldgicos para doengas infecciosas, foi estabelecido que um teste
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de rastreio devera apresentar uma sensibilidade o mais elevada possivel, e que num teste
confirmatdério a alta especificidade serd a condicdo mais importante (National
Committee for Clinical Laboratory Standards 2001).

Em caso de suspeita de doenca aguda consider-se Util a realizacdo de exame a
fresco ou corado de esfregaco de sangue, para observacdo directa do parasita (WHO
Expert Committee 2002). Outra forma de detec¢do directa do parasita é efectuada
recorrendo ao Xenodiagndstico, uma técnica introduzida em 1914 (Reiche et al. 1996),
que consiste em fazer com que vectores ndo infectados se alimentem dos pacientes,
analisando posteriormente as fezes do Triatomineo (Dias et al. 1956). Encontra-se no
entanto provado que a frequéncia de Xenodiagnosticos positivos diminui com a
cronicidade da doenca (Reiche et al. 1996), ndo sendo esta técnica utilizada em zonas
ndo endémicas (Le Loup et al. 2009). O Xenodiagnostico é considerado um ensaio
dispendioso, e tém vindo a ser demonstrados diversos problemas técnicos relacionados
com a sua utilizacdo (Filho et al. 1995).

Como técnica para detec¢do do parasita, a Polimerase Chain Reaction (PCR) é
aplicada na fase aguda ou cronica da doenca, quer para deteccdo de infeccdo congénita,
acompanhamento de pacientes ap0s tratamento ou reactivacdo da doenga, e ainda para a
realizacdo de estudos epidemiol6gicos (Fondation Merieux & World Health
Organization 2008). A PCR encontra-se em progresso, para que possa no futuro vir a
ser de facil utilizacdo e fornecer resultados quantitativos (Fondation Merieux & World
Health Organization 2008). Estudos ja demonstraram que a PCR é mais sensivel do que
a deteccdo directa do parasita (Fondation Merieux & World Health Organization 2008).
Para a fase cronica este método € no entanto limitado, devido a baixa parasitémia que
existe nessa fase da doenca (Otani et al. 2009).

Sdo utilizados actualmente para a fase cronica da doenca testes de
Hemaglutinacdo Indirecta (HAI), Imunofluorescéncia Indirecta (IFI) e Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) (WHO Expert Committee 2002). Entre os testes
mencionados, considera-se o de HAI como o que apresenta um pior desempenho
(Fondation Merieux & World Health Organization 2008). O teste de ELISA indirecto é
0 que de uma forma geral demonstra as maiores percentagens de sensibilidade, sendo

por isso 0 mais adequado como teste de rastreio (Flores-Chavez et al. 2009; Clinical and
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Laboratory Standards Institute 2008). Na ilustracdo 3 encontra-se resumida a

metodologia de um ensaio ELISA indirecto.

Superficie revestida por antigénios
(fase sdlida)

Adicdo da amostra

Anticorpos especificos existentes na amostra ligam-se a fase sélida

Lavagem
(remocéo de mal1t|erial nao ligado)

Adicéo de conjugado
(anticorpos anti-imunoalobulina humana ligados a uma enzima)
Conjugado liga-se aos anticorpos presentes na amostra

Lavagem

(remocéo de mfil';erial néo ligado)
|

Adicdo de substrato cromogéneo

Medicdo de densidade Optica por espectrofotometria

llustracdo 3 — Metodologia de um ensaio ELISA indirecto adaptado de Burmester

e Pezzutto, 2005.
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Um bom teste de diagndstico deverd ter excelentes resultados tanto no que
respeita a sensibilidade como a especificidade (Clinical and Laboratory Standards
Institute 2008), e foi ja demonstrado que a IFI apresenta estas caracteristicas (Otani et
al. 2009). Foram também realizados estudos recorrendo a utilizacdo do método
Radioimmunoprecipitation Assay (RIPA) que demonstrou igualmente um Optima
performance, sendo inclusivamente apontado como uma possivel técnica de referéncia
na avaliacdo da performance de outros testes. No entanto foi considerado um método

muito complexo e dispendioso (Otani et al. 2009).

Recomenda-se que a comparacdo de desempenho entre diferentes métodos
imunoldgicos para cada populacdo de infectados seja realizada, dado que cada
populacdo tem caracteristicas imunoldgicas proprias, que podem fazer com que
determinado teste tenha um melhor desempenho que outros (National Committee for
Clinical Laboratory Standards 2001). Desta forma, variados estudos tém ja sido
realizados em paises ndo-endémicos, onde as populacdes de imigrantes variam quanto
aos locais de origem (Flores-chavez et al. 2007; Flores-Chavez et al. 2009; Assal et al.
2006; Lopez-Chejade et al. 2005). A reactividade cruzada de alguns pacientes
infectados com Leishmania spp., Trypanosoma rangeli (T. rangeli) (ndo patogénico) e
Plasmodium spp. estda bem estabelecida, devendo este ser um factor a ter em
consideracdo na escolha do teste seroldgico mais adequado para uma populacdo (WHO
Expert Committee 2002; Flores-Chavez et al. 2009).

1.3.1 Validacdo de Métodos Laboratoriais

E considerado pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards que
utilizacdo de novos testes imunoldgicos qualitativos e a sua comparagdo com ensaios ja
existentes € importante para a validacdo de um rastreio (National Committee for
Clinical Laboratory Standards 2001). Esta comparacdo entre imunoensaios para a
Doenca de Chagas ja é realizada actualmente em varios paises europeus, como é 0 caso
de Espanha e de Franca (Flores-Chavez et al. 2009; Fondation Merieux & World Health
Organization 2008).

A utilizacdo de técnicas qualitativas relacionadas com diagndsticos de doencas

infecciosas leva a que se possam obter apenas dois tipos de resultados, segundo um
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valor de cutoff, acima do qual o teste sera postivo, e abaixo do qual o teste sera
negativo. O cutoff é estabelecido pelo fabricante, baseando-se na utilizagdo do teste, e
na sensibilidade e especificidade esperadas. A sensibilidade, especificidade, valor
preditivo e a prevaléncia da doenca na populacdo determinam a utilidade de um teste:
de rastreio, confirmatdrio ou para monitorizacdo (Clinical and Laboratory Standards
Institute 2008).

A validacdo de um teste de rastreio ou de diagndstico é normalmente realizada
através da comparacdo dos resultados obtidos com o ensaio candidato com os resultados
obtidos através de um ensaio que indique o verdadeiro diagnostico, ou que se aproxime
0 mais possivel do valor real (ensaio gold standard). No caso de ndo existir um método
gold standard que forneca um diagndéstico, pode ser realizada uma comparagédo entre
dois métodos, recorrendo a testes de concordancia (Clinical and Laboratory Standards
Institute 2008).

Na realizagdo de testes de concordancia ndo se aplicam os termos sensibilidade
nem especificidade, mas sim a percentagem de concordancia positiva do método
candidato (PPA) e a percentagem de concordancia negativa do método candidato
(NPA). A percentagem total de concordancia é também normalmente calculada, embora
em caso de discrepancia apenas as medidas anteriores possam indicar em que gama de
resultados se encontram as diferencas entre os métodos (Clinical and Laboratory
Standards Institute 2008).

A prevaléncia da doenca em estudo tem interferéncia nos resultados obtidos na
comparacao, e difere de populacéo para populagdo de individuos. Os resultados obtidos
numa comparacao entre métodos séo validos apenas para a populacdo em que esta foi
efectuada (Clinical and Laboratory Standards Institute 2008). No caso de Portugal
torna-se importante a validacdo de métodos para a populacdo de migrantes latino-
americanos, uma vez que ao serem provenientes de diversas regides poderdo estar
infectados com diversos grupos de T. cruzi. E recomendado ainda que se compare o
comportamento de ensaios ELISA que utilizam lisado de Trypanosoma e 0s que
utilizam antigénios recombinantes na fase soOlida, de forma a esclarecer se sdo
semelhentes ou se deveria existir uma associa¢ao entre eles na realizacdo de rastreios
(World Health Organization 2007a).
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Num estudo efectuado com amostras originérias do Brasil e do Panam4, verificou-
se uma auséncia de reactividade cruzada com T. rangeli quando foram utilizados os kits
comerciais de ELISA da BIOS Chile, BioMérieux Brasil, Wiener e Omega (Caballero et
al. 2007). Considera-se que a utilizacdo de testes que usam antigénios recombinantes ou
péptidos sintéticos leva & obtencédo de resultados com maiores valores de especificidade
quando comparados com testes que utilizam extratos totais de formas epimastigotas de
T. cruzi (Caballero et al. 2007). Desta forma, verifica-se que as reac¢des cruzadas sdo
mais frequentes com a utilizacdo de testes que utilizam extrato total do parasita como
antigénio (Lopez-Chejade et al. 2005; Flores-Chévez et al. 2006).

Num estudo efectuado em Franga que utilizou cinco testes de ELISA diefrentes
(Bioelisa Chagas® da Biokit Espanha, ELISA Cruzi® da BioMérieux Franca, Chagatek
Elisa® da Lemos Argentina, T.cruzi ELISA Test System-1® da Ortho Clinical
Diagnostics USA e EIAgen Trypanosoma cruzi Ab® da Adaltis Italia), foi demonstrado
que os testes com maiores valores de reprodutibilidade correspondem aos da Ortho
Clinical Diagnostics e BioMérieux (Assal et al. 2006). Quanto a melhor combinacdo
entre sensibilidade e especificidade destacaram-se, no mesmo estudo os testes da Biokit
e BioMérieux (Assal et al. 2006). Um estudo comparativo efectuado pela Organizacdo
Mundial de Satde em 2008 obteve valores bastante elevados tanto de sensibilidade
como de especificidade nos testes de ELISA utilizados (das casas comeciais Embrabio
(Brasil), Ebram (Brasil), Laboratério Lemos (Brasil), Meridian Diagnostics (EUA),
BIOSChile (Chile), Biolab-Mérieux (Brasil), Abbott Laboratories (EUA), 1ICS Univ. de
Asuncién (Paraguai), Wiener (Argentina), Biokit (Espanha) e Hemagen Diagndsticos
(EUA)), sendo por isso boas escolhas de utilizagdo em rastreios para T. cruzi. Neste
estudo os valores minimos de sensibilidade verificados nos ensaios ELISA séo de cerca
de 89,3% e os valores minimos de especificidade correspondem a 95,2% (Otani et al.
2009).

Recentemente tém sido também estudados testes rapidos que utilizam antigénios
recombinantes em ensaios imunocromatograficos (Chappuis et al. 2010). Como
vantagens estes testes possuem a possibilidade de uso individual, processamento rapido,
armazenamento a temperatura ambiente, e sem necessidade de equipamentos de
laboratdério nem técnicos especializados (Chappuis et al. 2010). Estudos realizados em

Espanha verificaram que a utilizacdo de testes rapidos permite a deteccdo de mais de
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92% dos infectados com T. cruzi (Flores-Chavez et al. 2006). Na Suica foi efectuado
recentemente um estudo no qual foram obtidos valores de sensibilidade de 95,2% a
96%, e especificidade de 99,8% a 99,9%, recorrendo a utilizacdo do teste rapido,
Chagas Stat-Pak (Chappuis et al. 2010).

A realizacdo de um adequado controlo de qualidade é muito importante ndo so
nos métodos j& estabelecidos, como também nos meétodos candidatos (Clinical and
Laboratory Standards Institute 2008). Os controlos fornecidos pelo fabricante deverédo
ser utilizados como recomendado, devendo ser realizados diariamente (Clinical and
Laboratory Standards Institute 2008). A inexisténcia de programas de controlo de
qualidade (interno ou externo), € infelizmente um problema que se tem vindo ainda a
verificar em algumas regides do Equador, Panama, Guatemala e Brasil (World Health

Organization 2007a).

1.3.2 Realizagio de Diagndstico em Areas N4o Endémicas

Em alguns paises europeus sdo ja efectuados rastreios sisteméticos para a
transmissdo congenita de Doenca de Chagas (World Health Organization 2009b).

A realizacdo de um rastreio em gravidas de risco considera-se de grande
importancia, pois estudos provam que a maioria das gravidas infectadas séao
assintomaéticas (Nisida et al. 1999). Por isto, a realizacdo deste tipo de rastreios é
considerada rentavel mesmo em areas ndo-endémicas para a Doenca de Chagas (Wilson
et al. 2008; Sicuri et al. 2011).

H& uma crescente preocupacdo no que respeita ao diagnostico da doenca
congeénita, pelo que é recomendada para este fim a utilizagdo de métodos que detectam
0 parasita, e ainda, para acompanhamento da doenca, a pesquisa da persisténcia de
anticorpos apos o oitavo més de nascimento (World Health Organization 2007; Pérez-
Molina et al. 2009).

Considera-se que existe transmissdo congeénita quando sdo obtidos resultados
positivos em testes de concentracdo para evidéncia do parasita quer em sangue venoso
do recém-nascido quer em sangue do corddo umbilical, podendo para este efeito ser
utilizada a técnica de PCR e o exame directo (Le Loup et al. 2009). No entanto, quando
ndo existe possibilidade de acompanhar o recém-nascido imediatamente apds o parto,

considera-se que a deteccdo de transmissdo congénita pode ser realizada nove meses
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apo6s o nascimento, aplicando testes seroldgicos no sangue da crianga (Le Loup et al.
2009).

Em Janeiro de 2008 foi iniciado um programa de rastreio dirigido a gravidas de
risco e recém-nascidos cujas maes se encontram infectadas nos Hospitais Universitarios
de Genebra, na Suica (Jackson et al. 2009). Nesta instituicdo as gravidas efectuam um
teste seroldgico de rastreio e um confirmatorio, sendo que, em caso de positividade
materna, é realizada PCR e exame microscopico de sangue do corddo umbilical, ou
serologia ao bebé no nono més de idade (Jackson et al. 2009). Em Italia existem
actualmente dois centros que efectuam rastreios de infec¢do congénita para Doenga de
Chagas (World Health Organization 2009b). Em Espanha, actualmente este tipo de
rastreio é efectuado nas comunidades auténomas de Madrid (Flores et al. 2008),
Valéncia (Rueda et al. 2009) e Catalunha (Generalitat de Catalunya - Departament de
Salut 2010). Nestas trés comunidades autonomas sdo utilizadas na gravida testes
seroldgicos de rastreio, sendo que na comunidade Valenciana é utilizado como rastreio
um teste rapido, que guando positivo é confirmado com testes seroldgicos (ELISA e
IFI) (Flores et al. 2008; Rueda et al. 2009; Generalitat de Catalunya - Departament de
Salut 2010).

Na tabela 3 encontram-se os testes comerciais de rastreio e confirmacdo de
infecgdo por T. cruzi disponiveis actualmente em Espanha.
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Tabela 3 — Testes comerciais disponiveis em Espanha, segundo dados do
Ministerio de Sanidad y Politica Social.

Empresa Nome do Teste
Inverness Medical Inmunofluor Chagas (Biocientifica)
LabClinics Biognost® IFA
Innogenetics Ibérica IFA Kit Tripanosomiasis (MarDx)
Vitros T. cruzi IgG ELISA (Cellabs)
Johnson&Johnson ORTHO® T.cruzi ELISA Test System
Abbot Diagnostic CERTEST Chagas ELISA Test
BLK Diagnostics BLK T.cruzi 1gG ELISA
BioMérieux Espafia Elisa cruzi (Chagas disease)
Izasa Bioelisa Chagas Biokit

Diasorin / Radim Ibérica / Siemens NovaLisa™ Chagas (T. cruzi) IgG ELISA
Healthcare Diagnostics

Inverness Medical / Laboratorios Leti / OnSite Chagas Ab Combo Rapid Test
CTK Biotech
Operon SA Stick Chagas
RAL Técnica para el Laboratorio, S.A. Chagas Check-1 Gernon

Considera-se que 60 a 70% dos individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi
chegam a fase indeterminada da doenca (Rassi & Marin-Neto 2010). Dado o elevado
nimero de doentes sem sintomatologia sugestiva da patologia, torna-se muito
importante a realizacdo de um diagnostico laboratorial e de rastreios sistematicos em
areas nao endémicas. Em Portugal ndo existe um rastreio sistematico em dadores de
sangue nem em gravidas de risco (World Health Organization 2009b).

Dado o elevado nimero de infectados verificado em imigrantes latino-americanos
em Espanha, é também desde 2005 considerado um factor de excluséo para doagéo de
sangue e 0rgdos a serologia positiva para Doenca de Chagas (Ministerio de Sanidad y
Consumo 2005).

1.3.3 Meios Complementares de Diagndstico

Os meios utilizados para avaliagdo do comprometimento de 6rgéos e evolugdo da
Doenca de Chagas séo o electrocardiograma (ECG), e diversos métodos imagioldgicos
principalmente direccionados para a deteccdo de patologia cardiaca e digestiva (World
Health Organization 2007; Fondation Merieux & World Health Organization 2008).
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O ECG é inclusivamente o exame que de uma forma geral é solicitado numa fase
inicial de avaliagcdo do doente infectado por T. cruzi, uma vez que as alteragdes neste
exame precedem normalmente o aparecimento de sintomas e de alteracdes na
radiografia (Marques et al. 2006).

Considera-se importante que todos os pacientes diagnosticados com Doenca de
Chagas procedam a uma radiografia posteroanterior e lateral do torax, de forma a
verificar a existéncia de cardiomegalia e alteracGes relacionadas com megaeséfago
(Pinazo et al. 2010; Rassi & Marin-Neto 2010).

A importancia dada a avaliacdo radiografica deve-se a existéncia de alteracfes no
sistema digestivo em mais de 11% dos doentes assintomaticos (Pinazo et al. 2010). A
observacao de um didmetro superior a 6,5 cm no colon sigmdide ou descendente define
a existéncia de megacolon (Pinazo et al. 2010).

Para aléem dos meios de avaliagdo da doenca ja referidos, um estudo brasileiro
demonstrou que outros métodos poderdo ser também (teis, como é o caso do
ecocardiograma e electrocardiograma dinamico de 24 horas (Marques et al. 2006).

Alguns estudos sugerem ainda que a quantificacdo dos niveis séricos ou
plasmaticos de peptideo natriurético tipo B (BNP), secretado pelos ventriculos e cujas
concentragfes plasmaticas aumentam de acordo com a severidade da insuficiéncia
cardiaca, poderé ser util na Doencga de Chagas para determinar o grau de insuficiéncia

cardiaca e avaliar o prognéstico do doente (Marques et al. 2006; Le Loup et al. 2009).

1.4 Tratamento na Doenca de Chagas

Para o tratamento etiolégico da Doenca de Chagas existem em utilizacdo dois
derivados nitroimidazdlicos, tripanocidas, Nifurtimox e Benznidazol (Villar et al.
2009), que foram inicialmente testados em casos de fase aguda, e mais tarde na fase
cronica (World Health Organization 2007a). Nifurtimox foi lancado para o mercado em
1967 pela Bayer, com o nome comercial Lampit®, e Benznidazol foi lancado em 1972
pela Roche, com o0s nomes comerciais Rochagan® e Radanil® (Pérez-Molina et al.
2009).

A actividade antiparasitaria dos dois farmacos relaciona-se com a sua toxicidade

no préprio hospedeiro (World Health Organization 2007a).
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Nifurtimox actua sobre as formas tripomastigotas e amastigotas do parasita,
formando radicais que levam a produtos com ac¢édo toxica para T. cruzi (Comision de
Medicamentos de la Fundacion CONAMED 2007.; World Health Organization 2007).
E administrado por via oral, e eficaz sobretudo na fase aguda da doenca, levando ao
desaparecimento da parasitémia em mais de 80% dos individuos tratados. Tal como
Nifurtimox, Benznidazol tem a capacidade de formar radicais livres intracelulares
(Comision de Medicamentos de la Fundacion CONAMED 2007). Este farmaco,
também administrado por via oral e absorvido no trato intestinal, promove uma
modificacdo covalente de macromoléculas por intermediérios de nitro-reducdo (World
Health Organization 2007; Comision de Medicamentos de la Fundacion CONAMED
2007). Na tabela 4 encontram-se a posologia recomendada para cada um dos

antiparasitarios em adultos e os seus efeitos adversos mais comuns.

Tabela 4 — Posologia em adultos e efeitos adversos de Nifurtimox e Benznidazol
segundo a publicacdo de 2009 do WHO Model Formulary (World Health Organization
2009c¢)

Farmaco Posologia Efeitos Adversos
Nifurtimox 8 a 10 mg/kg/dia, divididos em  Reacg¢des de hipersensibilidade tais
como dermatite, ictericia, anafilaxia

trés tomas diérias, durante 90 L .
e complicaces relacionadas com o

dias trato gastrointestinal e sistema
Nervoso
Benznidazol 5 a 7 mg/kg/dia, divididos em Manifestacdes cutaneas tais como
duas tomas diarias, durante 60 prurido generalizado, urticaria,
dias exantema, edema, anorexia e

distdrbios gastrointestinais

Esta provado que ambos os farmacos séo eficazes na fase aguda da patologia, mas
a sua eficacia diminui & medida que a doenga se torna crénica. No entanto, sabe-se que
podem eventualmente diminuir a carga parasitaria na fase crénica e indeterminada da

doenca, de forma a prevenir complicacdes (Villar et al. 2009). O efeito benéfico de
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Benznidazol durante a fase crénica da doenca foi jA& comprovado (Pérez-Molina et al.
2009), embora a tolerdncia ao tratamento em geral ndo seja a mais desejavel,
evidenciando-se efeitos secundarios em cerca de 30% dos doentes tratados e uma taxa
de drop-out de 10% a 16% (Pérez-Molina et al. 2009; World Health Organization
2007). Estudos realizados na Argentina demonstraram que a utilizagdo de Benznidazol
reduz a progressao da patologia e promove a seroconversdao a longo termo em doentes
sem comprometimento cardiaco (Viotti et al. 2011). Sabe-se actualmente que os efeitos
secundarios de ambos os farmacos tripanocidas sdao mais frequentes e graves em
individuos adultos (World Health Organization 2007a).

Apesar de tudo Benznidazol tem uma menor incidéncia de efeitos secundarios em
relacdo a Nifurtimox, e é por isso recomendado como a primeira escolha para o
tratamento (Pinazo et al. 2010). Benznidazol é também o farmaco mais indicado para
administragdo em criancas (World Health Organization 2010), tendo sido verificado que
criancas abaixo dos 12 anos demonstram uma boa tolerdncia ao farmaco (Fondation
Merieux & World Health Organization 2008).

Dadas as incertezas sobre a razdo risco-beneficio, muitos clinicos, em caso de
forma cardiaca ou digestiva, prescrevem apenas tratamento de suporte, numa tentativa
de evitar uma agravacao do problema no 6rgdo, ou recomendam apenas modificacdes
no estilo de vida e dieta (World Health Organization 2007a). Para evitar a progresséo da
cardiopatia sdo utilizados inibidores da enzima conversora da angiotensina,
bloqueadores de receptores beta adrenérgicos, espironolactona, digitalicos, diuréticos e
amiodarona (World Health Organization 2007a).

Benznidazol esta disponivel aos clinicos em Portugal, Espanha e Franca através
dos ministérios da salde ou em alguns casos através de farméacias hospitalares, embora
nenhum dos farmacos disponiveis para a Doenca de Chagas esteja registado em paises
ndo endémicos (Gascon et al. 2009; World Health Organization 2009b).

Esta contra-indicada a administracdo de qualquer um destes farmacos a gravidas
ou doentes com insuficiéncia renal ou hepéatica (Bern et al. 2007). Assim, é
recomendada a detecgdo atempada e tratamento adequado das infec¢Ges congénitas
(World Health Organization 2009b).

Encontra-se actualmente em curso um projecto de avaliacdo da interrupcdo da

Tripanosomiase Americana com Benznidazol, “The Benznidazole Evaluation For
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Interrupting Trypasosomiasis project” (BENEFIT), o primeiro estudo randomizado e
controlado multicéntrico contra placebo efectuado em doentes que se encontram na fase
cronica da doenca, na sua forma cardiaca (Marin-Neto et al. 2009). Este projecto foi
iniciado em Novembro de 2004, tendo sido recrutados actualmente mais de 1600
pacientes de 42 instituicGes de saude da Argentina, Bolivia, Brasil e Colémbia (Marin-
Neto et al. 2009). Com o objectivo principal de avaliar a seguranca, tolerancia, reducéo
de mortalidade e danos cardiovasculares inerentes a este farmaco na populacédo
estudada, foi até agora verificado que cerca de 15% dos pacientes interrompem a
terapéutica, embora cerca de 6% desses doentes a recomecem posteriormente (Marin-
Neto et al. 2009).

Estima-se que a cura parasitologica em doentes em fase aguda tratados com
Benznidazol ou Nifurtimox seja entre 60% a 85% dos casos (Bern et al. 2007). Em caso
de criangas infectadas por transmissao congeénita e tratadas durante o primeiro ano de
vida esta estimativa sobe para 0s 90% (Bern et al. 2007).

A American Medical Association recomenda o tratamento da Doenca de Chagas
com um dos farmacos tripanocidas disponiveis no mercado em casos especificos, como

se encontra descrito na ilustragdo 4.

Recomenda-se Devera ser oferecido Considera-se opcional
tratamento tratamento o0 tratamento
antiparasitario antiparasitario antiparasitario
» Infecgdo aguda; * Adultos com idade * Adultos com idade
« Infeccdo congénita; compreendida entre 0s superior a 50 anos.

- Reactivacio: 19 e 50 anos sem

cardiomiopatia

* Infeccdo cronica em chagésica avancada.

doentes até aos 18
anos de idade.

llustracdo 4 — Recomendacdes da American Medical Association para o
tratamento antiparasitario de Doenca de Chagas, segundo o autor Bern em 2007.
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O tratamento deverd ser realizado ponderando os seus beneficios e riscos, 0s
custos, a aceitacdo ou recusa do doente e a avaliacdo clinica do médico (World Health
Organization 2007a).

N&o existe actualmente uma vacina disponivel que previna a Doenca de Chagas
(World Health Organization 2011). Encontram-se em estudo as respostas imunes que
podem controlar a infec¢do causada Trypanosoma cruzi, e quais as moléculas-alvo que
possam ser utilizadas como vacina, embora ao tratar-se de uma doenca que evolui
silenciosamene, a investigacdo nesta area nao seja facilitada (Stuart et al. 2008). As
pesquisas mais actuais comecam a interessar-se pela imunizacdo em reservatorios
animais e pela vacinacéo terapéutica de individuos na fase crénica da doenga (Stuart et
al. 2008).

Segundo dados de 2007 publicados pela Organizacdo Mundial de Saude, os
avancos de investigacdo no que respeita a novos farmacos para a Doenca de Chagas
debrucam-se maioritariamente sobre:

» Inibidores da sintese de ergosterol, necessario a proliferacdo parasitaria;

» Inibidores da protease de cistina (cruzipaina), responsavel pela actividade
proteolitica em todo o ciclo de vida do parasita (proliferacdo, crescimento e
diferenciacéo do parasita);

» Inibidores do metabolismo do pirofosfato, relacionado com a resposta a
condicdes adversas de sobrevivéncia (stress ambiental), regulacdo osmdtica e
utilizacdo de energia;

» Inibidores da sintese e metabolismo da tripanotiona;

» Inibidores da aquisicdo de purinas do hospedeiro, impedindo a sintese de RNA e

proteinas.

Encontra-se actualmente em desenvolvimento um estudo em fase Il de um
candidato ao tratamento de Doenca de Chagas, denominado E1224, derivado do
farmaco pro-ravuconazol, um anti-fungico inibidor de ergosterol. Esta opcdo de
tratamento esta a ser testada em doentes adultos em fase cronica indeterminada (Torrico
2011).
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1.4.1 Tratamento Pediatrico

A eficécia do tratamento antiparasitario em criangas com menos de 3 anos de
idade é de cerca de 100%, principalmente quando efectuado com Benznidazol (Gascon
& Pinazo 2008; Gonzalez-Tomé et al. 2008), sendo que esta percentagem baixa para
cerca de 62% a 56% em idades compreendidas entre os 6 e 0s 12 anos (Gonzalez-Tomé
et al. 2008).

Embora ambos os farmacos quando administrados em ciangas demonstrem uma
boa tolerdncia aos efeitos adevrsos, ndo existem ainda formulaces disponiveis no
mercado para uso pediatrico (Fondation Merieux & World Health Organization 2008).
Assim, para o tratamento em criancas, € realizado o fraccionamento do comprimido, o
que pode levar a administracdo de dosagens incorrectas (Fondation Merieux & World
Health Organization 2008). Na tabela 5 encontra-se a posologia recomendada para

Benznidazol e Nifurtimox em criancas.

Tabela 5 - Posologia recomendada para o tratamento pediatrico com Benznidazol
e Nifurtimox, segundo o autor Gonzalez-Tomé e a Comision de Medicamentos de la
Fundacion CONAMED.

Farmaco Posologia
Nifurtimox 1a10 anos 10 a 15 mg/kg/diaem 3 a 4
tomas, durante 90 dias.

11 a 16 anos 14,5 a 15 mg/kg/dia em 4 tomas,

durante 75 dias

Benznidazol 5 a 10 mg/kg/dia, dividido em 2 tomas
durante 30 a 60 dias (preferivelmente 7,5 mg/kg/dia em
2 tomas durante 60 dias ou 10 mg/kg/dia durante 30 dias)

A organizacdo Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi) em colaboragéo

com o Laboratério Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE) desenvolveu recentemente

uma formulacdo pediatrica de benzidazol, para um correcto tratamento de criangas
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infectadas por T. cruzi, embora ainda ndo comercializada, cujo registo foi efectuado a
12 de Dezembro de 2011 (Drugs for Neglected Diseases initiative 2011).

1.4.2 Avaliacdo P6s Terapéutica da Doenca de Chagas

Os métodos mais utilizados na avaliacdo pds terapéutica da Doenca de Chagas séo
0s ensaios ELISA, IFI e HAI, pois tém vindo a demonstrar reduzidas taxas de falsos
positivos e falsos negativos (Pérez-Molina et al. 2009).

A seroconversdo apds tratmento é muito lenta, sendo que os anticorpos poderao
levar cerca de uma década a diminuir substancialmente em individuos curados (World
Health Organization 2007a). Assim, é sugerido que a avaliacdo da terapéutica seja
efectuada através da comparacao do titulo de anticorpos, cuja diminuicao é sugestiva de
um processo de cura. Foi ainda provado que este método é também um bom indicador
de falha terapéutica (Pérez-Molina et al. 2009).

Apos a realizacdo de uma terapéutica bem sucedida para a Doenga de Chagas, 0
perigo de reinfecgdo continua a existir, mesmo em areas ndo endémicas, onde deverdo
existir politicas de vigilancia adequadas em relacdo a transfusdes sanguineas ou

transplantes de 6rgaos (World Health Organization 2007a).

1.5 Imigracgdo Latino-americana na Europa

Estima-se que cerca de 3% da populacdo mundial viva actualmente fora do seu
pais de origem, sendo a Europa considerada a regido de passagem ou destino da maioria
dos migrantes em todo o mundo, seguindo-se-lhe o continente asiatico, a América do
Norte e a Africa (Department of Economic and Social Affairs in the United Nations
Secretariat 2009).

Dados mostram que a migracdo de latino-americanos tem vindo a tornar-se cada
vez mais evidente nos paises da Europa do Sul, nomeadamente em Espanha, Italia e
Portugal, sendo que a maioria dos migrantes sdo provenientes da América do Sul (Géis
et al. 2009).

A migracdo para a Europa tem sido resultado de desafios economicos que se
foram verificando nos paises da America latina. Este movimento teve inicio no século

XIX com as migracBes coloniais e pds coloniais (portugueses e espanhos que
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regressavam das coldnias ja independentes), que duraram até ao inicio do século XX, e
posteriormente verificou-se também entre 1960 e 1980 a migracdo de refugiados
politicos e outros migrantes qualificados interessados em encontrar novos empregos nos
paises de destino. A migracdo actual deve-se ao desemprego e a instabilidade politica
nos paises de origem, e ao facto dos paises de destino pertencerem a Unido Europeia
que demonstrou um crescimento econémico desde os anos 80 (Padilla & Peixoto 2007).

Os migrantes latino-americanos para a Europa sdo maioritariamente jovens, em
idade reprodutiva e com as mulheres em elevada proporcéo (International Organization
for Migration 2004).

A oferta de emprego nos paises de destino no que respeita a fungdes normalmente
desempenhadas por mulheres, como prestacdo de servigos a idosos e servigos de
limpeza quer domésticos quer industriais leva a que a populacdo migrante seja
maioritariamente feminina (Padilla & Peixoto 2007). Existe na Europa um elevado
namero de mulheres brasileiras envolvidas em prostituicdo e trafico de mulheres e

raparigas (International Organization for Migration 2004).

1.5.1 Imigragdo em Portugal

Em Portugal, desde o inicio do século XX até a década de 70, a emigracdo foi o
movimento migratério que mais se destacou, especialmente para o Brasil numa fase
inicial, e posteriormente para outros paises da Europa, com especial destaque para a
Franca (Servico de Estrangeiros e Fronteiras 2009; Pimentel 2006). A partir de 1974 em
Portugal passa a destacar-se principalmente a entrada de imigrantes, devido a instalacdo
de condigBes sociais, politicas e economicas mais favoraveis (Fonseca et al. 2009).
Estes sdo principalmente provenientes dos paises africanos de lingua oficial portuguesa
(PALOP), de Leste, e do Brasil (Fonseca et al. 2009). Foi na década de 80 que se
verificou que a afluéncia de brasileiros na esperanca de encontrarem melhores
condigdes economicas em Portugal era cada vez maior, possivelmente devido a entrada
do nosso pais para a Unido Europeia em 1986, (Pires 2010; International Organization
for Migration 2004).

A nacionalidade estrangeira mais representativa em Portugal, no ano de 2010, é a
brasileira (119 363 individuos no total, 66 885 mulheres e 52 478 homens),

representando 26,81% de toda a comunidade estrangeira residente em Portugal (Servico
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de Estrangeiros e Fronteiras 2010). Segundo dados de 2010 do Servigo de Estrangeiros
e Fronteiras, os maiores numeros relativos a populacdo estrangeira residente em
territorio nacional encontram-se nos distritos de Lisboa, Faro, Setubal e Porto, com 187
578, 71 808, 47 694, e 27 028 cidadaos estrangeiros, respectivamente.

De acordo com dados do Servico de Estrangeiros e Fronteiras, excluindo o Brasil,
no ano de 2010, os paises mais representativos de imigrantes legais latino-americanos
em Portugal sdo a Venezuela (2 009), Cuba (816), Colémbia (586), Argentina (494), e
Equador (419) (Servico de Estrangeiros e Fronteiras 2010). Relativamente aos
imigrantes brasileiros ilegais em Portugal, foram identificados 15,9% do total de
imigrantes (Servigo de Estrangeiros e Fronteiras 2010). No ano de 2009, entre os locais
de residéncia de cidaddos brasileiros em situacdo legal em Portugal destacaram-se as
regides de Lisboa (com 23 501 homens e 29 623 mulheres), Settbal (com 6 566 homens
e 7 440 mulheres), Faro (com 5 950 homens e 6 617 mulheres), e Porto (com 3 704
homens e 5 336 mulheres) (Servico de Estrangeiros e Fronteiras 2009). A grande
maioria dos imigrantes brasileiros em Portugal sdo trabalhadores pouco qualificados
originarios de zonas rurais ou pequenas localidades do Brasil, sendo provenientes
maioritariamente dos estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Bahia,
Parand, Espirito Santo, Goias e Pernambuco (Bogus 2007). A facilidade da entrada de
imigrantes em Portugal e a aquisicdo de nacionalidade que se tem vindo a verificar, sera
devida a existéncia de possiveis descendéncias de cidadaos portugueses (Padilla & Ortiz
2009).

A percentagem mais representativa de nados vivos filhos de mées com
nacionalidade estrangeira em Portugal, segundo dados do Instituto Nacional de
Estatistica, corresponde a nacionalidade brasileira com um total de 3 786 recém-
nascidos representando 3,81% dos nascimentos em Portugal de filhos de maées
estrangeiras em 2009, valor este que tem vindo a aumentar bastante nos ultimos anos
(Instituto Nacional de Estatistica 2010).

Devido & instabilidade econdmica brasileira na altura, até meados dos anos 90 os
imigrantes brasileiros em Portugal pertenciam a uma classe média qualificada (Goéis et
al. 2009). Apos os anos 90 e até hoje, os imigrantes brasileiros em Portugal s&o
essencialmente individuos pouco qualificados e mais associados ao comércio portugués

(Gois et al. 2009). Apesar da possivel existéncia de algumas dificuldades de inser¢do
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laboral, estudos demonstram que os imigrantes latino-americanos conseguem na sua
maioria exercer a sua profissdo (Padilla & Ortiz 2009).

Portugal tem varios acordos com o Brasil garantindo direitos politicos a
brasileiros em Portugal, e langou um programa de regularizacéo para imigrantes ilegais
brasileiros em 2003 (Padilla & Peixoto 2007). Este acordo, denominado por “Acordo
Lula”, permite regularizar a situagdo de todos os estrangeiros que tenham entrado em
Portugal até 2003 e que tenham contrato de trabalho e efectuado descontos para a
reparticdo de Financas e Seguranca Social (Ministério dos Negocios Estrangeiros 2003).

As migragdes ocorrem principalmente na fase de jovem adulto, fase esta propicia
ao casamento e a constituicdo de familia. As imigrantes brasileiras em Portugal
pertencem na sua maioria a uma faixa etaria entre os 25 e 0s 34 anos, sendo na sua
maioria solteiras ou divorciadas (Raposo & Togni 2009). O casamento ¢é
frequentemente pensado como uma opgdo eondmica razoavel e de mobilidade social
para a vida adulta de uma mulher (Raposo & Togni 2009). No ano de 2006, um em cada
doze cidaddos portugueses contrairam matrimonio com um estrangeiro ou estrangeira,
sendo que as imigrantes que em Portugal que se unem matrimonialmente com cidadaos
portugueses sdo essencialmente brasileiras (Raposo & Togni 2009).

Actualmente o regime legal de atribuicdo de nacionalidade portuguesa encontra-se
bastante alargado, reconhecendo o estatuto de cidadania aos individuos que demonstrem
fortes lacos com Portugal (Servico de Estrangeiros e Fronteiras 2010). Como refor¢o no
combate a imigragao ilegal foi em 4 de Julho de 2007 decretada a “Lei de Estangeiros”,
que apresenta medidas punitivas para os individuos imigrantes que contraem casamento
com o objectivo de aquisicdo de nacionalidade (Raposo & Togni 2009).

Durante a gravidez, sabe-se actualmente que o inicio da vigilancia é mais tardio
nas mulheres imigrantes, em comparagdo com as mulheres portuguesas (Dias et al.
2009). Em 2001 foi publicado em Diario da Republica o Despacho n° 25.360/2001, no
qual é referido que o0 acesso ao Sistema Nacional de Saude ¢ facultado da mesma forma
tanto a cidaddos estrangeiros a residir legalmente em Portugal como a cidadaos
portugueses (Ministério da Saude 2001). Quanto aos cidaddos estrangeiros em situagdo
irregular ou indocumentados, o acesso ao Sistema Nacional de Salude é facultado de
igual forma mediante a apresentacdo de um documento comprovativo da sua residéncia

em Portugal ha mais de noventa dias (Ministério da Satde 2001). De forma a identificar
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0s problemas que 0s imigrantes possam ter no acesso aos cuidados de salde em
Portugal, foi criado em 2003 o Gabinete de Saude do Centro Nacional de Apoio ao
Imigrante, cuja funcdo se centra essencialmente no fornecimento de informacdo ao
imigrante sobre os seus direitos e deveres, na articulagdo com entidades promotoras de
salde, e no acompanhamento de individuos em situacdes de caréncia (Dias et al. 2009).
Esta entidade encontra-se acessivel a todos os individuos imigrantes, quer em situacao

legal ou ilegal (Dias et al. 2009).

1.5.2 A Doenca de Chagas na Europa

Paises com individuos provenientes de zona endémica para Doenca de Chagas
tém risco de transmissdo autoctone por transfusao, transplante, e transmissdo materno-
fetal (Velarde-Rodriguez et al. 2009). Estima-se que o nimero de casos de infec¢do por
T. cruzi na Europa exceda os 80 000 (World Health Organization 2009b), tendo sido
publicado o primeiro caso de Doenca de Chagas na Europa em 1981 (Albajar-Vinas &
Jannin 2011).

O ndmero estimado de infectados em zonas onde nédo existe transmissdo vectorial

e onde ja foram diagnosticados casos de Doenca de Chagas encontra-se na tabela 6.
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Tabela 6 — Estimativa de infectados em area ndo endémica, segundo 0s autores

Schmunis e Yadon e a Organizacdo Mundial de Saude.

Pais Estimativa de infectados
Alemanha 935
Australia 1067

Austria 140 a 180
Bélgica 1982
Canada 1218
Croacia Sem estimativas
Dinamarca Sem estimativas
Espanha 39 985 a 65 258
Estados Unidos 56 028 a 357 205
Franca 2 166
Holanda 480
Italia 5520a7081
Japéo 1510
Portugal 850
Reino Unido 14 000
Roménia Sem estimativas
Suécia 1118
Suica 3000

Os principais desafios no que respeita ao controlo da Doenca de Chagas em paises
ndo endémicos sdo (1) a deteccdo da doenca na fase assintomatica, (2) a realizacdo de
um diagnostico serologico apropriado por profissionais de salde devidamente
instruidos, (3) o conhecimento geral sobre a emergéncia da doenga, (4) 0 acesso a
tratamento e follow-up, (5) a prevencdo da transmissao por transfuséo e transplante, (6)
a deteccdo atempada de casos congénitos, (7) a existéncia de bases de dados
epidemioldgicas, (8) o conhecimento do contexto socio-cultural e econdémico dos
migrantes, (9) o conhecimento da existéncia de tratamento, (10) o estabelecimento de
relacfes de confianga entre autoridades de salde e comunidades imigrantes (legais ou
ilegais), e (11) a implementacdo de estratégias adequadas para 0 manuseamento dos
doentes chagésicos. Todas estas questdes sdo ultrapassaveis com a interaccdo entre

diferentes profissionais de salide em conjunto com uma aproximacgdo as comunidades
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levando a um maior envolvimento dos prdprios pacientes nos seus cuidados (Velarde-
Rodriguez et al. 2009).

Em paises ndo endémicos tém sido detectados alguns casos de Doenca de Chagas
em fase aguda, nomeadamente em viajantes europeus (World Health Organization
2009b). No entanto, nesses paises ndo sdo geralmente detectados casos de Doenca de
Chagas em fase aguda em gravidas (Pérez-Lopez & Chedraui 2010).

Estima-se que em toda a América Latina ocorram cerca de 14 385 casos de
transmissdo congénita de Doenca de Chagas, por ano (Organizacién Panamericana de la
Salud 2006). Na Europa foram ja reportados casos em Espanha (Flores-Chavez et al.
2008; Mufioz et al. 2007; Mufioz et al. 2009), na Suica (Jackson et al. 2009), Roménia e
Suécia (World Health Organization 2009b). No entanto, na maioria dos paises europeus
ndo existe um rastreio sistematico de deteccdo de transmissdo congénita de Doenca de
Chagas (World Health Organization 2009b).

Estima-se que na Europa existam 1 680 a 8 284 casos de Cardiopatia Crénica
Chagasica (Guerri-Guttenberg et al. 2008).

A descoberta da existéncia de um elevado numero de casos assintomaticos levou a
que se considere muito importante a realizacdo de rastreios seroldgicos nas populagdes
de risco (Negrette et al. 2005), incluindo em &reas ndo endémicas, nas quais se verifica
que a maioria dos infectados sdo assintomaticos (Mufioz et al. 2006; Mufioz et al. 2009;
Gascon et al. 2009; Arandes et al. 2009). E considerado que a maioria das mulheres
gravidas infectadas residentes em regiGes ndo endémicas se encontram na fase
indeterminada da doenca (Jackson et al. 2009), e estima-se que até 10% desta populacao
possa transmitir a doenca ao recém nascido (Negrette et al. 2005).

Um dos objectivos actualmente estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude
no que respeita & Doenca de Chagas consiste na obtengdo de dados epidemiologicos em
paises ndo-endemicos, nomeadamente europeus, para controlo e prevencao da patologia
(World Health Organization 2009b).

1.5.3 Doenca de Chagas em Portugal
Em Portugal o nimero de residentes com Doenga de Chagas até a actualidade

corresponde apenas a estimativas, das quais se esperam cerca de 500 a 1000 individuos

infectados em territorio nacional (Rassi & Marin-Neto 2010; Guerri-Guttenberg et al.
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2008). Estes valores foram calculados de acordo com a prevaléncia da Doenca de
Chagas nos paises de origem da maioria dos migrantes latino-americanos para cada pais
europeus, no caso de Portugal o Brasil e a Venezuela (Rassi & Marin-Neto 2010;
Guerri-Guttenberg et al. 2008).

Entre os paises europeus com as maiores estimativas de infectados com Doenca
de Chagas, Portugal é o pais com a maior percentagem de migrantes originarios de area
endémica (Basile et al. 2011). Por isso, Portugal é também um dos paises em que a
percentagem de casos esperados ndo diagnosticados é maior, ultrapassando os 99%
(Basile et al. 2011).

O numero total de casos de Doenca de Chagas laboratorialmente confirmados em
Portugal é 8 (Amorim et al. 2008).

Para o0 ano de 2009, estimou-se que cerca 41 mulheres gravidas em Portugal
estariam infectadas por T. cruzi (World Health Organization 2009b). No entanto, ao
contrério de outros paises europeus, ndo existe em Portugal um sistema de detec¢do
sistematica de casos congénitos da Doenca de Chagas, nem sdo efectuadas questdes
especificas ou rastreio sistematico para a Doenca de Chagas em dadores de sangue
(World Health Organization 2009b).

1.6 Justificacéo e Objectivos do Estudo

1.6.1 Justificacdo do Estudo

A Doenca de Chagas é uma patologia emergente na Europa, € a sua situacao
epidemioldgica em Portugal é desconhecida. Assiste-se a um aumento do namero de
imigrantes provenientes de area endémica em Portugal. A maioria dos doentes
chagasicos encontra-se na fase indeterminada (sem sintomas), tornando-se obrigatério
para 0 seu diagnoéstico a realizacdo de um teste de rastreio. Serd seleccionada uma
populacdo de risco (grévidas), na qual foi provado que a realizacdo deste tipo de
rastreios é economicamente rentavel. Os resultados desta investigacdo servirdo como
indicador da prevaléncia da doenca em toda a populacdo de latino-americanos
residentes em Portugal, e como indicador da necessidade da aplicacdo de medidas de
salde adequadas (controlo, diagnostico e assisténcia médica).
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1.6.2

Ohbjectivos do Estudo

O objectivo geral deste estudo consta em avaliar a existéncia de um problema de

salde publica na populacdo imigrante de latino-americanos a residir em Portugal no que

respeita a Doenca de Chagas. Como objectivos especificos sdo considerados 0s

seguintes:

>

Avaliar a prevaléncia de Doenca de Chagas entre a populacdo de gravidas
latino-americanas imigrantes em Portugal;

Avaliar a necessidade da existéncia de programas de rastreio sistematico para
essa populacéo;

Estabelecer as bases para um estudo de prevaléncia da Doenca de Chagas em
toda a populacdo imigrante latino-americana prioritariamente em servigos de

transfusdo sanguinea, transplantacdo, cardiologia, gastroenterologia e clinica

geral;

Permitir o acompanhamento e eventual tratamento de recém-nascidos em risco
de infeccdo;

Permitir a identificacdo de mulheres chagasicas de forma a prevenir a

transmissdo vertical em gravidezes futuras;

Alertar os profissionais de salde para Doenca de Chagas de forma a permitir o
seu correcto diagnostico;

Avaliar a utilizacdo e resultados obtidos com diferentes testes serolégicos para a

Doenca de Chagas na populacdo imigrante latino-americana em Portugal.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Desenho do Estudo

A presente investigacdo consiste um estudo piloto descritivo de prevaléncia,
observacional, transversal prospectivo.

Em cada instituicdo hospitalar participante foi realizado um questionario para
obtencdo de dados epidemiol6gicos de cada gravida, e uma colheita de sangue para
diagndstico serolégico de Doenca de Chagas. No Instituto de Higiene e Medicina

Tropical as amostras foram testadas e foi realizado o tartamento de dados.

2.2 Materiais

» Formularios para inquérito e consentimento informado;

» Tubos para aliquota de soro ou plasma;

» 1 a2 mL de soro ou plasma colhido em EDTA (&cido etilenodiamino tetra-
acético) ou heparina de litio de cada participante, obtido por pun¢do venosa,
apos centrifugacao;

» Kits de Reagente para teste de rastreio: Testes ELISA

o Gold ELISA Chagas
= Casa comercial: REM Industria e Comércio LTDA.
» Ndmero de testes: 480
» Lote: CHA064B
* Proveniéncia: Brasil
= Referéncia: Reg. ANVISA/MS 10162410454
= Tipo de antigénios: Lisado de epimastigotas enriquecido com
antigénio recombinante
o ORTHO® T. cruzi ELISA Test System
= Casa comercial: Ortho Clinical Diagnostics, Inc.
= Numero de testes: 480
= Lote: CRU203
* Proveniéncia: EUA
= Referéncia: 6901968
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= Tipo de antigénios: Lisado de células contendo antigénios
recombinantes

» Kit de reagente para teste confirmatorio: Teste IFI;
» Espectrofotometro

o Modelo: 680 Microplate Reader

o Casa Comercial: BIO-RAD Laboratories Ltd.

o Proveniéncia: EUA
» Micropipetas;

» Estufa Haearus.

2.3 Metodologia de Estudo

2.3.1 Seleccdo dos Hospitais Participantes

Para iniciar o estudo piloto sobre a prevaléncia da Doenca de Chagas em gravidas
latino-americanas em Portugal foram seleccionadas seis instituicbes hospitalares. Esta
escolha foi baseada na distribuicdo dos migrantes legais em Portugal por distrito, pela
existéncia de maternidade nessas instituicdes e ainda pelo elevado nimero de utentes
que servem. Desta forma, foram seleccionados para o estudo o Hospital Prof. Doutor
Fernando Fonseca (Amadora-Sintra), Hospital de S&o Francisco Xavier (HSFX)
pertencente ao Centro Hospitalar de Lisboa Ocidental, Hospital de Santa Maria, (do
Centro Hospitalar Lisboa Norte), Hospital Dona Estefania (HDE) do Centro Hospitalar
Lisboa Central, Maternidade Dr. Alfredo da Costa (MAC), Hospital Garcia de Orta e
Hospital de Faro.

2.3.2 Escolha dos Testes Serolégicos

Para a avaliacédo da prevaléncia da Doenca de Chagas na amostra em estudo foram
utilizadas duas metodologias, como preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude.
Foram realizados ensaios ELISA como técnica de rastreio em todas as participantes
dado os elevados valores de sensibilidade associados a sua utilizacdo, e foi seleccionada
como técnica de confirmacéo a IFI, por apresentar bons resultados no que respeita ndo

s0 a sensibilidade mas também a especificidade da técnica.
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Devido a grande oferta que existe actualmente a nivel mundial foram contactadas
empresas internacionais que comercializam testes para rastreio e diagndstico da
infeccdo por T. cruzi. Desta forma, atraves de comparacdo entre reagentes das empresas
que responderam aos contactos, foi seleccionado o ensaio ELISA da Ortho Clinical
Diagnostics, pelos elevados valores demonstrados de sensibilidade e especificidade.
Embora tenha sido efectuada também uma comparagdo entre os custos de cada kit de
reagentes, a Ortho Clinical Diagnostics demonstrou interesse em disponibilizar o seu
teste sem qualquer custo para este estudo piloto. De forma a poder realizar uma
comparacdao entre métodos no que respeita a técnica ELISA na populacdo latino-
americana em Portugal foi também utilizado o ensaio da empresa REM, que apresenta
também elevados valores de sensibilidade e especificidade, e que disponibilizou
igualmente os seus reagentes. A empresa REM, que ndo comercializa ainda o seu kit em
Portugal, forneceu-o gratuitamente de forma a poder ser validado para a populacdo de
risco existente no nosso pais, de acordo com as normas internacionais de validacdo de
ensaios. Quanto a escolha de um ensaio de IFI, para além de ndo terem sido obtidas
muitas informacdes por parte das casas comerciais, dada a existéncia de uma técnica de
IFI j& implementada no Instituto de Higiene e Medicina Tropical, na Unidade de
Parasitologia Médica nos laboratérios da area de Protozoarios Oportunistas/VIH e
Outras Protozooses, foi decidido que se recorreria a ela em caso de positividade nos
testes de rastreio.

Na tabela 7 encontram-se resumidas as respostas por parte das casas comerciais

contactadas durante a escolha dos kits de reagente a utilizar no estudo.
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Tabela 7 — Informagdes cedidas pelas casas comerciais contactadas.

Lisado de epimastigotas enriquecido 99,70% 100% 480 600 €
com antigénio recombinante
Lisado de células contendo 100% 100% 480 2400 €
antigénios recombinantes
ELISA Antigénio recombinante sintético 98,6%-100% 99,3%-100% 480 Nao informaram
Antigénios de estirpes existentes no 100% 96% 96 250 €
Sul dos E.U.A., Argentina, Brasil,
Panamé e Chile
Antigénios recombinantes 98%-100% 100% 96 350€
IFI Informagédo confidencial 99% Sem informagéo 60 636,54 €

Epimastigotas estirpe Corpus cristi N&o responderam Nao responderam 48 220 €

Comercializam reagente de Quimioluminescéncia para equipamento Architect

Nao comercializam ELISA nem IFI

S6 comercializam teste rapido e apenas em Espanha

N&o responderam
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2.3.3 Populagdo em Estudo

A todas as gravidas que compareceram na consulta pré-natal foi solicitado que
respondessem ao Grupo | de um questionario simples. A amostra foi constituida por
todas as gravidas que respondam afirmativamente a pelo menos uma das perguntas,
relativas a estadia na América Latina, ascendéncia Latino-americana e histérico de
transfusdo e/ou transplante em area endémica. A estas foi pedido que participassem no
estudo e que lessem e assinassem o consentimento informado. As gravidas que
responderam negativamente a todas as perguntas do Grupo | foram excluidas do estudo.

O questionario Grupo | encontra-se no Anexo 1.

2.3.4 Consentimento Informado

A cada uma das participantes foi cedido um documento de consentimento
informado, o qual a participante teve que compreender e assinar para fazer parte da
amostra. No mesmo documento constou informacdo clara e simples sobre os
procedimentos e 0s objectivos do estudo, assim como vantagens e desvantagens que
pudessem existir para a participante e seu filho. O consentimento informado encontra-se

no Anexo 2.

2.3.5 Realizacdo de Questionario para Participantes Incluidas

A cada uma das participantes incluidas no estudo foi pedido pelo profissional de
salde autorizado (médico ou enfermeiro), no decorrer da consulta, que respondesse ao
Grupo Il do questionario. Este teve como objectivo obter dados sobre o histérico
pessoal e familiar relativo a Doenca de Chagas e sobre a sua gravidez e gravidezes

futuras. O questionario Grupo Il encontra-se no Anexo 3.

2.3.6  Colheita de Amostras

Uma amostra de soro (tubo sem anticoagulante) ou plasma colhido em EDTA ou
heparina de litio de cada uma das participantes foi obtida por puncéo venosa. A colheita
de amostras foi realizada pela instituicdo em que a participante realizou a colheita para
diagnostico pré-natal. Foi utilizada para o estudo uma pequena aliquota obtida apds
centrifugacdo da amostra na instituicdo em que foi obtida (1 a 2 mL de soro ou plasma)
proveniente dessa mesma colheita, ndo tendo sido necessaria a realizacdo de uma

puncdo adicional.
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2.3.7 Armazenamento das Amostras

O armazenamento da aliquota pretendida para o estudo foi realizado
provisoriamente pelo técnico de saude que procedeu a recolha da mesma, em tubo
fechado, com identificacdo igual a constante no questionario correspondente, a cerca de

-20°C (correspondente aos congeladores existentes nos servigos de patologia clinica).

2.3.8 Transporte das Amostras

O transporte das amostras foi realizado em contentores refrigerados até ao
Instituto de Higiene e Medicina Tropical sempre que existiam 10 amostras armazenadas
na instituicdo em que foram obtidas, e foi realizado por um dos responsaveis pelo

estudo.

2.3.9 Realizagdo do Teste de Rastreio

As técnicas utilizadas para o teste de rastreio foram realizadas nas instalagdes do
Instituto de Higiene e Medicina Tropical, na Unidade de Ensino e Investigacdo em
Clinica das Doencas Tropicais. Foram realizados dois testes ELISA como rastreio para
Doenca de Chagas: ORTHO® T. cruzi ELISA Test System, e Gold ELISA Chagas
(REM). A leitura das densidades opticas (DO) obtidas em cada ensaio foi efectuada
através de um leitor de microplacas Bio-Rad modelo 680 sendo os resultados
exportados automaticamente para o software Microsoft® Office Excel 2007. Os
procedimentos resumidos de ambos 0s ensaios de rastreio encontram-se nos Anexos 4

(procedimento da REM) e 5 (procedimento da Ortho Clinical Diagnostics).

2.3.10 Realizagdo do Teste de Confirmagéo

O teste de diagnostico seleccionado como confirmatdrio para Doenca de Chagas
por IFI foi o implementado nas instalagdes do Instituto de Higiene e Medicina Tropical,
na Unidade de Parasitologia Médica, nos laboratorios da area de Protozoérios
Oportunistas, HIV e Outras Protozooses, para utilizacdo apenas nas amostras cujo
resultado do teste de rastreio se revelasse positivo. Foi colocada ainda a possibilidade de
realizacdo de PCR e exame parasitologico directo ao sangue do corddo umbilical para
confirmacéo de infeccdo em recém-nascidos, na area de Protozoarios Oportunistas, HIV

e outras Protozooses, no Instituto de Higiene e Medicina Tropical. Foi também referida
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a hipdtese de proceder ao processamento de amostras de sangue dos mesmos recém-

nascidos se necessario.

2.3.11 Acompanhamento Médico

Foi acordado que cada teste positivo confirmado fosse relatado assim que
disponivel a instituicdo e ao clinico responsavel pela salde da participante em causa,
para que fosse possivel um acompanhamento e eventual tratamento, e determinar a
possibilidade de transmissdo vertical de forma a poder eventualmente tratar o neonato.
Ficou estabelecido que o acompanhamento dos doentes seria feito em conjunto com a
instituicdo hospitalar.

A metodologia de estudo encontra-se resumida na ilustracdo 5.

[ Realizactio de Sessto Cientifica para os profissionais de sadde envolvidos

americanas

[ Aplicacio de consentimento informado ]

[ Obtengtio de dodos epidemiclogicos através de questiondrio ]

[ Seleccfio do omostra através de questdes sobre estadia prolongada ou origens latino-

1 |
[Dbtengﬁo de sangue do cardéo umbilical n-ﬂ l Obtencéo de soro ou plasma materno
parto J
I ]
. T
Utilizado apenas em caso de positividade Transporte para o Institute de
materna B Higiene e Medicina Tropical
- ™,
Aplicagtio de dois testes
= loboratoriais de rastreio & um
confirmatério

Comunicacéio de casos positivos aos clinicos

responsdveis, para acompanhamento e discusséio de
medidas terap&uticas possiveis

llustracdo 5 — Metodologia de estudo.
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2.3.12 Implementacéo do Estudo
Das seis instituicdes hospitalares seleccionadas, em apenas trés foi possivel
implementar o estudo piloto: HSFX, HDE e MAC.

2.3.12.1 Sessoes Cientificas

Durante a implementacdo do estudo foram realizadas sessfes cientificas de
divulgacdo sobre a Doenga de Chagas nos servigos de Obstetricia das trés instituicfes
envolvidas, com a participacdo dos servicos de Patologia Clinica e Neonatologia.

2.3.12.2 Aspectos Eticos

O presente estudo foi elaborado de acordo com as normas de Boa Pratica Clinica e
de Investigacdo. A cada amostra correspondeu um ndmero e a identidade das
participantes e 0 numero da amostra correspondente existiu apenas numa base de dados
a qual somente teve acesso o responsavel de servico da instituicdo a que se dirigiu a
gravida e o Investigador principal. Dados que revelassem a identidade das participantes
ndo constardo em publica¢des ou comunicacdes de resultados obtidos.

O projecto para a realizagdo deste estudo esteve sujeito a aprovacdo do conselho
de ética do Instituto de Higiene e Medicina Tropical e das comissdes de ética de cada
entidade envolvida na investigacdo, nomeadamente HSFX, HDE e MAC.

Durante o recrutamento de participantes e recolha de amostras, de forma a
assegurar o bom desenvolvimento do protocolo de estudo e o correcto manuseio clinico
das participantes foi fornecido todo o apoio técnico-cientifico necessario aos

investigadores associados, nos servigos hospitalares que participaram no estudo.
2.3.12.3 Cronologia da Implementacéo do Estudo

Na ilustracdo 4 e possivel verificar as acgdes desenvolvidas em cada uma das

entidades hospitalares seleccionadas para o estudo, em func¢éo do tempo decorrido.
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Hospital Prof. Contacto
Doutor Fernando efectuado a
Fonseca 25/032011
Submissdo de Parecer
Contacto  protocoloa  Sessio de Pré-teste favoravel Inicio do
Hospital de Sao efectuadoa Comissio de divulgagido realizado de da Estudo a
Francisco Xavier 30/032011 Etica a efectuadaa 16/052011a Comissio 16/062011
27/04/2011 10/052011 30/05/2011 deEticaa
30/05/2011
Hospital de Santa Contacto
Maria efectuado a
03/05/2011
Sessdo de Parecer
divulgagdo e favoravel
Hospital Dona Contacto submissdo de da Inicio do
Estefania efectuado a protocolo a Comissio Estudo a
23/03/2011 Comissao de de Etica a 15/092011
Eticaa 30/06/2011
29/04/2011
Submissao Parecer
Contacto de Sessdo de favoravel Inicio do
Maternidade Dr. | efectuadoa protocoloa divulgagdo da Estudo a
Alfredo da Costa | 23/03/2011 Comissao efectuadaa Comissao 05/1272011
de Eticaa 12/0722011 de Etica a
29/06/2011 25/102011
Hospital Garcia Contacto
de Orta efectuado a
03/052011
Contacto
Hospital de Faro efectuado a
30/032011

llustracdo 6 — Cronologia da Implementacéo do Estudo
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2.3.13 Anélise Estatistica e Discussdo de Resultados

A anélise dos dados epidemioldgicos foi realizada recorrendo ao software IBM®
SPSS Statistics versdo 19, utilizado uma base de dados de estatistica descritiva. Para a
mesma base de dados foram exportados e analisados os resultados contidos no
programa Microsoft® Office Excel 2007, obtidos nos ensaios seroldgicos.

Foi realizada uma analise descritiva no que respeita aos dados epidemioldgicos da
amostra em estudo.

Foi avaliada a prevaléncia dos casos de Doenca de Chagas na populagdo de
gravidas em estudo, de maneira a utilizar este dado para poder estimar a importancia da
doenca na populacédo de imigrantes latino-americanos em Portugal.

Foi realizada uma comparacdo entre os dos dois testes de rastreio no que respeita
as vantagens e desvantagens da sua utilizacdo e aos seus resultados. Quanto aos
resultados observados foram comparados os sinais obtidos para cada amostra com
ambos 0s ensaios através do teste estatistico Wilcoxon para amostras emparelhadas,
utilizando o software IBM® SPSS Statistics verséo 19.

Os resultados obtidos foram avaliados quanto a necessidade da implementacao de

programas de rastreio para a Doenca de Chagas em latino-americanos em geral.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacédo da Populacédo de Gravidas

3.1.1 Dimens&o da Amostra

Neste estudo foram recrutadas 38 grévidas, cujos questionarios foram
considerados na caracterizacdo da populacdo. No entanto apenas 35 participantes
realizaram a recolha de amostra de sangue, pelo que foi esse 0 nimero de amostras

consideradas no rastreio seroldgico.

3.1.2 Entidades Onde Foram Recrutadas

As participantes deste estudo foram recrutadas em trés entidades hospitalares. De
acordo com o grafico 2, cerca de 75,7% das participantes incluidas neste estudo foram
recrutadas no Servigo de Obstetricia do HSFX, o que corresponde a 28 gravidas. Este
facto deve-se a precoce implementacdo do estudo neste hospital, quando comparado
com as restantes entidades participantes. No HSFX o estudo foi iniciado a 16 de Junho
de 2011, enquanto que no HDE (com 21,6% ou seja 8 gravidas) o inicio se deu no dia
15 de Setembro de 2011, e na MAC (2,7% ou seja 2 participantes) apenas em 5 de
Dezembro de 2011.
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Hospital Onde foi recrutada

Gréfico 2 — Percentagem de participantes recrutadas em cada uma das entidades
hospitalares.

3.1.3 Idade

No que respeita a caracterizacdo da amostra em estudo através da sua idade,
verifica-se que, de acordo com os dados presentes no grafico 3, a idade das gravidas
participantes varia entre os 17 e os 42 anos. Segundo dados da International
Organization for Migration, os individuos latino-americanos que migram para a Europa
s&o sobretudo mulheres em idade reprodutiva. Quanto a variacdo de idades existente na
amostra em estudo considera-se que € a esperada, uma vez tratando-se unicamente de
gravidas, encontrando-se por isso em idade reprodutiva. Na amostra estudada pode
ainda observar-se, de acordo com o grafico 3, que a idade modal corresponde aos 29
anos. Este dado encontra-se de acordo com as informagdes publicadas em 2009 pelo
Observatorio da Imigracéo, nas quais consta que as imigrantes brasileiras em Portugal

possuem maioritariamente idades compreendidas entre os 25 e 0s 34 anos.
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Gréfico 3 - Frequéncia das idades das participantes.

3.1.4 Motivo de Incluséo no Estudo

A todas as gravidas foram colocadas cinco questdes para realizacdo da seleccéo da
amostra, sendo que uma qualquer resposta afirmativa entre essas questdes corresponde
ao motivo pela qual foi recrutada. Desta forma verifica-se que 36 das participantes do
estudo foram incluidas nesta investigacdo por terem nascido em area endémica, como
demonstra a tabela 8. Na mesma tabela pode verificar-se que 2 das gravidas foram
recrutadas por terem realizado viagem por mais de um més a um pais de area endémica.
Estas viagens foram realizadas no Brasil e no México. O facto de, numa amostra de 38
participantes, 5,3% delas serem recrutadas por este motivo, leva a crer que a populacdo
em risco de estar infectada com Doenca de Chagas em Portugal possa ser eventualmente

acrescido.
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Tabela 8 — Motivo de inclusdo no estudo.

Motivo de Inclusdo no Estudo

Frequéncia Percentagem
Nascimento na América Latina 36 94,7
Viagem por mais de um més na 2 5,3
América Latina
Total 38 100,0

Embora tivessem existido outros critérios de inclusdo, como a residéncia em area
endémica, realizacdo de viagem por mais de um més na América-latina (ndo aplicavel a
nascidas ou residentes em zona endémica), nacionalidade materna latino-americana,
historico de transfusdo ou transplante em area endémica, ou ter trabalhado na Ameérica-
latina, a primeira questdo colocada as possiveis participantes como motivo de seleccao
foi o nascimento na Ameérica-latina. Deste modo, e como pode ser observado na tabela
10, dado que 94,7% das gravidas seleccionadas responderam afirmativamente a esta
questdo, considera-se este o principal motivo de seleccdo para a participacdo neste
estudo piloto.

Pode ainda verificar-se que, como demonstra a tabela 9, nenhuma das
participantes incluidas recebeu 6rgdos por transplante, mas duas delas receberam
transfusdo sanguinea em érea endémica para a Doenca de Chagas. As referidas
participantes sdo oriundas do Brasil e Uruguai, onde a prevaléncia de dadores
chagasicos estimada é de 0,21% e 0,47%, respectivamente (Organizacion Panamericana
de la Salud 2006). Na mesma tabela pode verificar-se que 35 das participantes séo filhas
de latino-americanas, que também 35 delas residiram em &rea endémica, e que 25
trabalharam na América-latina. Quanto as residentes em &rea endémica foi possivel
avaliar o tipo de meio (rural ou urbano) em que se encontrava a habitacdo; e quanto as
participantes que trabalharam na América-latina foi possivel comparar o seu estatuto

profissional no pais de origem com o que assumiu em Portugal.
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Tabela 9 — Frequéncia de respostas afirmativas pelas participantes quanto a
recepcdo de Orgdo por transplante ou sangue por transfusdo na América-latina,
nacionalidade materna latino-americana, residéncia e desenvolvimento de actividade

profissional em area endémica.

Mae Latino- Recepcéo de Residiu na Trabalhou na
americana Transfuséo Orgéo por América América
Sanguineana  Transplante na Latina Latina

América Latina Ameérica Latina
Frequéncia Frequéncia Frequéncia Frequéncia Frequéncia
35 2 0 35 25

3.1.5 Proveniéncia das Participantes

Dado que a grande maioria das participantes nasceram em &rea endémica para a
Doenca de Chagas, foi possivel avaliar a sua proveniéncia mais concretamente quanto
ao seu pais de origem.

Observando a tabela 10 é possivel constatar que 97,2% das participantes nascidas
em area endémica séo origindrias do Brasil. Este facto esta totalmente de acordo com os
dados mais recentes publicados pelo Servico de Estrangeiros e Fronteiras nos quais se
verifica que, entre a populacdo migrante proveniente da América-latina, o Brasil é de
facto o pais de origem que mais se destaca em Portugal. De acordo com o Instituto
Nacional de Estatistica, as mulheres brasileiras sdo apontadas como sendo as residentes
de origem estrangeira que mais ddo a luz em Portugal. No entanto, no ambito deste
estudo, dado que a populagdo estudada ndo corresponde a todas as mulheres
estrangeiras mas apenas as latino-americanas, e ndo foram recrutadas mulheres que ja
deram a luz mas sim que se encontram gravidas. Neste estudo pode verificar-se que a
maioria das gravidas latino-americanas residentes em Portugal sdo de origem brasileira.
Embora tenha sido incluida uma participante nascida no Uruguai, segundo os dados
mais recentes do Servico de Estrangeiros e Fronteiras a populagéo estrangeira residente
em Portugal com oriunda do Uruguai corresponde apenas a cerca de 0,03% do total de

residentes estrangeiros.
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Tabela 10 — Pais de origem das participantes nascidas em area endémica.

Frequéncia Percentagem
Pais de Brasil 35 97,2%
Origem
Uruguai 1 2,8%
Total 36 100,0%

Avaliando os dados contidos no grafico 4, verifica-se que entre as participantes a

proveniéncia variou entre 11 estados brasileiros: Ceara, Piaui, Rio Grande do Sul,

Tocantins, Bahia, Espirito Santo, Sdo Paulo, Goiéds, Minas Gerais, Rio de Janeiro e

Parana.
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Estado ou
Provincia de
Nascimento

[ Ceara

O Piaur

O Rio Grande do Sul
[ Tocantins

M Bahia

O Espirito Santo
M S0 Paulo

M Goias

[ Minas Gerais
O Rio de Janeiro
M Parana

Gréfico 4 — Percentagem de participantes nascidas em cada estado brasileiro.
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llustracdo 7 - — Mapa estadual do Brasil, com os estados de onde sdo originarias
as participantes do estudo preenchidos a amarelo.

Verifica-se na ilustracdo 7 verifica-se que a origem geografica das migrantes
brasileiras em Portugal € muito variada. No entanto, como pode ser observado no
grafico 4, a maioria das participantes recrutadas para este estudo sdo originarias do
estado do Parana, correspondendo a 22,9% da totalidade da amostra. Como foi
demonstrado em 2007 por Bdgus, a maioria dos migrantes brasileiros em Portugal séo
provenientes dos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Bahia, Parana,
Goiés, Espirito Santo e Pernambuco. De facto no presente estudo a maioria das gravidas
recrutadas sdo provenientes destes estados, a excepcao de Pernambuco, o que leva a crer
que a populacdo de gravidas brasileiras em Portugal possa ser representativa da origem

dos migrantes brasileiros em Portugal no geral.

Quanto as localidades de onde sdo originarias as participantes, pode observar-se
na tabela 11 que sdo bastante variadas dentro de cada estado. Na mesma tabela pode
constatar-se que existe apenas uma participante origindria de cada localidade, a

excepcdo das cidades de S&o Paulo e Goiénia, onde nasceram trés das gravidas, e
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Vitoria, Ipatinga e Rio de Janeiro, onde nasceram duas. Verifica-se ainda que uma das

participantes nascidas no estado do Rio de Janeiro ndo indicou a localidade de onde é

originéria.

Tabela 11 — Localidade de nascimento das participantes recrutadas nascidas no

Brasil, por estado.

Estado ou provincia de nascimento

Localidade de nascimento

Frequéncia

Bahia

Bom Jesus da Lapa

Jequié

Ceara

Fortaleza

Espirito Santo

Vitéria

Goias

Anépolis

Ceres

Goiania

Minas Gerais

Carlos Chagas

Governador Valadares

Ipatinga

Pedra Azul

Parana

Alto Parana

Cafelandia

Guarapuava

Janiopolis

Parana

Loanda

Londrina

Séo Jorge

Piaui

Pimenteiras

Rio de Janeiro

Nao respondeu

Natividade

Duque de Caxias

Rio de Janeiro

Rio Grande do Sul Porto Alegre

Séo Paulo Cosmopolis
Séo Paulo

Tocantins Tocantinia

R Wl R, NNRRPR R R RPRRPRRr R RPRRPR R R RN PRP R OIR RN R R

Segundo os autores Drumond e Marcopito os estados de Goias, Bahia,

Pernambuco, Parand, Minas Gerais e S&o Paulo sdo aqueles que apresentam 0s maiores
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numeros de oObitos devido a Doenca de Chagas. O facto da maioria das participantes
deste estudo serem provenientes de muitas dessas areas revela ainda mais a importancia

da realizagdo de um rastreio seroldgico nesta populagéo.

3.1.6 Tipo de Habitacio em Area Endémica

A transmissdo vectorial em &rea endémica tende a ocorrer em habitagdes mais
desfavorecidas, rurais, ou na periferia de zonas urbanas. Sendo que 35 das gravidas
incluidas neste estudo afirmam ter residido na América Latina, como é verificado na
tabela 9, foi-lhes pedido que classificassem o seu meio habitacional em area endémica
como sendo rural ou urbano. Através do grafico 5 € possivel verificar que a maioria das
participantes (70,6%) classificou o seu meio como urbano, embora existam gravidas que
considerem ter habitado em &reas rurais e também em ambos 0s meios, rurais e urbanos.

Pode considerar-se que viveram em area rural no maximo 30% das participantes,
que resulta da soma das gravidas qua afirmam ter residido em meio rural e em ambos 0s
meios. Assim, pode assumir-se que as participantes com maior risco de infeccdo por

transmissao vectorial sejam até 30% da populacédo estudada.
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80,0%

60,0%"

40,0%

Percentagem

20,0%"

0,0%—

Rural Urbano

Tipo de Meio Habitacional

Gréfico 5 — Percentagem de respostas quanto a classificacdo do meio habitacional

das participantes que residiram em area endémica.

Numa fase inicial deste estudo foi colocada em causa a realizacdo desta questdo
pois colocava-se a hipdtese de existirem participantes que tivessem dificuldades em
classificar o seu meio habitacional como rural ou urbano. No entanto, esta questao foi
ultrapassada com a realizacdo de um pré-teste do questionario de estudo, realizado no

HSFX, durante o qual n&o ocorreram duvidas a este respeito.

3.1.7 Profissdo das Participantes na América-latina e em Portugal

Através da observagdo da tabela 9 é possivel verificar que 25 das participantes
recrutadas afirma ter trabalhado no seu pais de origem. Segundo publicacdo de 2009 da
Revista MigracOes, considera-se que 0s migrantes brasileiros em Portugal sao
individuos pouco qualificados. Segundo os dados que podem ser observados no grafico
6 que associa a profissdo exercida na Ameérica-latina a profissdo exercida em Potugal
por cada uma das participantes, verifica-se que entre as profissdes exercidas na

Ameérica-latina pelas 25 gravidas mencionadas anteriormente existem empregos pouco
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qualificados mas também empregos que exigem algum grau de qualificacdo, como

Engenheria e Enfermagem, o que faz desta amostra a representagédo de uma populacéo

heterogénea no que respeita as profissées no pais de origem.

Vendedora de Bijuteria
Vendedora

Telemarketing
Técnica de Laboratdrio

Técnica de Enfermage

Sécia-gerente

Manicure

Engenheira Informatica
Empregada Fabri
Empregada de Balcdo
Designer de Joias
Comerciante’

Caixa na Optica
Bailarina

Aucxiliar Fabri

Auxiliar Educativa
Aucxiliar de Escritorio
Auxiliar de Dentista
Aucxiliar Administrativa
Agricultora

Profissdao na America Latina

oo oo

Agente de Salde

Profissao em Portugal

Grafico 6 — Comparacdo entre a profissao exercida no pais de origem e a exercida

em Portugal, por cada participante.

Segundo publicacdo da Revista Migracdes, alguns autores

consideram que, de

uma forma geral, os imigrantes latino-americanos conseguem na sua maioria exercer a

sua profissdo. Neste estudo verifica-se que, pela observacdo do grafico 6, quatro das

participantes mantiveram a profissdo que exerciam no Brasil ao migrar para Portugal.

Observa-se no entanto que a maioria das participantes ndo exerce em Portugal a

profissdo que exercia no seu pais de origem, e quatro delas ndo s6 ndo mantiveram a
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profissdo como se encontram desempregadas em Portugal. Verifica-se ainda que a
muitas das participantes trabalham em Portugal no sector do comércio ou em servigos
domeésticos, como foi ja descrito em diversas publicagdes pela autora Beatriz Padilla.
Estes dados servem para avaliar a situacdo socio-econdmica das participantes, que se
podera reflectir no desejo de continuar em Portugal ou de migrar para um pais europeu
no qual encontrem melhores condic6es (fazendo de Portugal uma porta de entrada para
a Europa), ou ainda de regressar ao pais de origem.

3.1.8  Histdrico de Doenca de Chagas

A cada participante foi questionado o facto de ja ter efectuado analises sanguineas
para diagnostico de Doenca de Chagas, e se possui familiares diagnosticados com esta
patologia. Desta forma € possivel avaliar ndo so se ja foram efectuados rastreios para a
Doenca de Chagas na populacdo estudada, como também verificar se a realizacdo dos
mesmos podera estar de alguma forma relacionada com o facto de existirem familiares
diagnosticados. A existéncia de familiares infectados com T. cruzi considera-se um
indicador da probabilidade da participante ter estado em contacto com o parasita.

De acordo com os dados verificados na tabela 12, pode constatar-se que apenas
uma das participantes afirma ter realizado analises sanguineas para detecc¢do de infeccdo
por T.cruzi. Esta participante assinalou ainda no inquérito como negativo o resultado da
referida analise. Embora a gravida em questdo afirme ja ter realizado um teste de
rastreio com resultado negativo, a sua amostra de sangue foi processada de igual forma,
dado ndo se saber se a participante podera ter entrado em contacto com o agente da
Doenca de Chagas apo0s a realizagdo dessa andlise. Verifica-se ainda na mesma tabela
que cinco das participantes afirmam ter familiares diagnosticados com Doenca de

Chagas.
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Tabela 12 — Relacdo entre o numero e tipo de respostas das participantes quanto a
realizacdo de andlises para diagnéstico da Doenca de Chagas e a existéncia de

familiares diagnosticados com a mesma.

Existéncia de Familiares com Doenca de Chagas

Sim Né&o Ndo sabe
Historico de Analises Sim 0 1 0
para Diagndstico de Né&o 5 21 7
Doenca de Chagas N4o sabe 0 3 0

O facto de existirem familiares infectados torna mais importante a realizacdo de
um rastreio nestas participantes, dado que existe uma probabilidade acrescida de terem
habitado no mesmo meio que individuos (familiares) infectados e podem por isso ter
também entrado em contacto com o agente infeccioso. Por outro lado, a possibilidade de
um dos familiares ser a propria mée ou avé materna leva a que possa ter existido
contacto com o parasita através de transmissdo vertical. Com a mesma tabela pode
verificar-se que trés das participantes ndo sabem se alguma vez efectuaram uma anéalise
sanguinea para despiste de Doenca de Chagas, e sete das participantes que nunca a
realizaram afirmam ndo saber se existem na sua familia casos desta patologia. Estas
respostas poderdo indicar um desconhecimento sobre o que é a Doenca de Chagas, que
sera mais provavel entre as participantes nao originarias de area endémica e que foram
seleccionadas pela realizacdo de viagem por mais de um més a América-latina. Ambas
as participantes seleccionadas por motivo de viagem, que ndo nasceram, ndo residiram e
nem trabalharam em &rea endémica e ndo sao filhas de latino-americanas escolheram a
op¢ao de resposta “ndo sei” em detrimento de “sim” e “ndo” NO que respeita a existéncia
de familiares diagnosticados com Doenca de Chagas. Por terem estado na Ameérica-
latina apenas em viagem podem ndo conhecer a patologia e por isso poderdo ndo ter
ideia se sera possivel existirem familiares infectados. De forma a saber se as
participantes no estudo conhecem a Doenca de Chagas seria necessario incluir no

questionario efectuado essa questao.
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3.1.9 Intencdo de Dar a Luz em Portugal

Dado o controlo da transmissdo vertical de Doenca de Chagas ndo se resumir
apenas ao rastreio em mulheres gravidas mas também aos seus filhos em caso de
positividade materna, torna-se importante verificar se as gravidas participantes
pretendem realizar o parto em Portugal, no que respeita a presente gravidez, e também a
gravidezes futuras.

De acordo com os dados observados na tabela 13, todas as participantes

pretendem dar a luz em Portugal, no que respeita a presente gravidez.

Tabela 13 — Frequéncia de respostas obtidas quanto a intencdo de dar a luz em

Portugal no que respeita a presente gravidez.

Frequéncia
Intencéo de dar a luz Sim 38
em Portugal N&o 0
Ainda néo decidiu 0

Muitas das participantes recrutadas encontram-se ja no final da gestacdo como se
verifica no grafico 7, sendo a moda do tempo de gestacdo 37 semanas. Sabe-se que em
Portugal o inicio da vigilancia na gravidez tende a ser mais tardio em mulheres
migrantes do que em mulheres portuguesas, o que se pode reflectir na semana de
gestacdo modal do grafico 7, uma vez que muitas das participantes foi recrutada no
decorrer da primeira consulta. No entanto neste estudo ndo é possivel estabelecer uma

comparagdo com o inicio da vigilancia na gravidez em mulheres portuguesas.
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Tempo de Gravidez em Semanas

Gréfico 7 — Frequéncias observadas da semana de gravidez em que se encontram

as participantes no dia em que sao recrutadas.

O facto de todas as gravidas recrutadas realizarem o parto em Portugal indica que
sera facil localizar a crianca caso exista positividade materna para infecgcdo por T. cruzi.
Desta forma, nesses casos serd possivel avaliar o recém-nascido quanto a ocorréncia de
transmisséo vertical e proceder ao seu acompanhamento médico. Uma vez detectada a
infeccgéo por T. cruzi numa gravida, € importante avaliar o recém-nascido ndo s6 apos a
presente gravidez, mas também outros filhos ap6s gravidezes futuras. Assim, foi

também questionada a cada participante a intencdo de ter mais filhos em Portugal.
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Gréafico 8 — Percentagem de cada resposta dada pelas participantes quanto a

intencdo de ter mais filhos em Portugal.

Cerca de 52,6% das participantes ndo pretende ter mais filhos em Portugal, o que
constitui a maioria da amostra, como se verifica no grafico 8. Esta maioria de respostas
negativas podera encontrar-se relacionada com o facto de muitas participantes se
encontrarem em situaces profissionais mais desfavorecidas, como é observado no
grafico 6, dado que em Portugal ocupam maioritariamente cargos de baixo vencimento.

Caso ocorra positividade para infec¢do por T. cruzi em alguma das participantes é
também importante verificar se esta ja tem filhos anteriores a presente gravidez, para
que possam também ser avaliados quanto & Doenca de Chagas, pois em caso de
positividade materna ndo sera possivel averiguar se tera sido infectada posteriormente a
gravidezes anteriores. Embora ndo tenha sido colocada as participantes uma questao
sobre a existéncia de outros filhos, esse factor podera ser contornado dado que a

participante infectada tera que ser convocada pelo clinico responsavel para avaliagdo do
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recém-nascido. Assim, nesse momento podera saber-se se existem ja outros filhos aos

quais se possa efectuar também o rastreio para Doenca de Chagas.

3.2 Prevaléncia da Doenca de Chagas em Gravidas Latino-americanas em
Portugal
O presente estudo piloto teve como objectivo principal verificar a percentagem de
casos positivos de Doenga de Chagas numa amostra de gravidas consideradas de risco,
de forma a poder inferir a prevaléncia da patologia nessa populagdo. Como pode ser
observado na tabela 14, todas as participantes recrutadas para este estudo revelaram um
resultado negativo para infeccdo por T. cruzi em ambos o0s ensaios de rastreio

efectuados, o que leva a que o diagnostico seja considerado negativo para todas elas.

Tabela 14 — Resultados obtidos nas amostras com dois ensaios de rastreio

utilizados.
Resultado ELISA REM
Positivo Negativo Duvidoso
Resultado ELISA Ortho Positivo 0 0 0
Clinical Diagnostics Negativo 0 35 (100%) 0
Duvidoso 0 0 0

Segundo dados de 2009 do Instituto Nacional de Estatistica, nasceram nesse ano 3
786 criancas filhas de brasileiras em Portugal, sendo este valor referente a gravidas
originarias de apenas um pais endémico para Doenga de Chagas e em situacdo legal em
Portugal. Tendo em conta que o nimero de migrantes brasileiros em Portugal tem vindo
a aumentar ndo se sabendo ao certo o numero de migrantes ilegais, que existem em
Portugal mulheres gravidas oriundas de outros paises de area endémica para aléem do
Brasil, e ainda que existem outras gravidas de risco para infec¢do por T. cruzi que ndo
nasceram em &rea endémica, a populacdo para a qual se pretende inferir a prevaléncia

sera bastante maior que 3 786 gravidas.
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Assim, embora todos 0s casos estudados se tenham revelado negativos, considera-
se que inferir uma prevaléncia de 0% para a populacdo em causa quando a amostra
avaliada corresponde apenas a 35 participantes ndo € valido, pois a amostra utilizada
ndo serd significativa. O calculo estatistico de um numero amostral significativo para
inferir determinado dado para uma populacdo é normalmente calculado através do
tamanho da populagdo em causa (Boslaugh & Watters 2008). No entanto neste estudo
tal calculo ndo pode ser efectuado, dado ndo ser conhecido o tamanho real da populagao
de gravidas em risco. Assim sendo, e sabendo-se que quanto maior for a amostra maior
poténcia terd para representar a populacdo (Boslaugh & Watters 2008), impde-se a
necessidade de dar continuidade a este estudo.

O facto de, segundo dados de 2008 dos autores Amorim, Antunes e Matos terem
sido apenas confirmados oito casos de Doenca de Chagas em Portugal, e sabendo-se
que 70% dos doentes se encontram na forma assintomatica da patologia, o verdadeiro
namero de infectados em Portugal devera ser maior. Tratando-se este de um estudo
piloto, a continuidade da realizacdo deste rastreio a gravidas nas entidades participantes
sera garantido. Para que se possa aferir um valor de prevaléncia para a populacéo total
em risco em Portugal sera necessaria a implementacdo do estudo noutras entidades, ndo
sO nos servicos de obstetricia mas também nos servicos de transfusdo sanguinea,

transplantacdo, cardiologia, gastroenterologia e clinica geral.

3.3 Dificuldades Sentidas Durante o Estudo
Durante a implementacdo e realizacdo deste estudo piloto foram sentidas diversas

dificuldades, muitas delas levando ao atraso da obtencdo de resultados.

3.3.1 Implementacgéo do Estudo

Em trés dos hospitais contactados ndo foi possivel implementar o estudo por
razdes variadas (envolvimento em outros protocolos de estudo e dificuldades logisticas).
Nos trés restantes hospitais a implementacdo do estudo foi dificil, dado tratar-se de um
estudo multicéntrico e que para ser executado necessita da colaboracéo entre diversos
profissionais de saude, muitos deles com escassos conhecimentos sobre a Doenca de
Chagas. Esta dificuldade foi contornada numa primeira fase de implementacdo do
estudo, em que os directores dos servicos envolvidos foram contactados, tendo sido
agendadas sessoes clinicas para divulgacdo sobre a Doenca de Chagas e o protocolo que
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se pretendia executar. No entanto, a informacdo entre profissionais de saude nem
sempre circulou com rapidez, e algumas sessdes clinicas foram agendadas para a altura
do Verdo, na qual muitos profissionais se encontravam em periodo de férias.

A submissé@o do protocolo nas diferentes comissdes de ética, realizado a par das
sessOes clinicas, tomou mais tempo que o esperado. Embora j& com aprovacao da
comissdo de ética do IHMT, cada instituicdo solicitou documentos especificos para
posterior parecer para além do protocolo de estudo, questionario, consentimento
informado e curriculos dos investigadores. O tempo de resposta das comissdes de ética
foi variado, tendo sido a resposta mais rapida obtida pelo Centro Hospitalar de Lisboa
Ocidental para implementagdo no HSFX, em um més e trés dias, e a mais demorada
pela MAC, em trés meses e 26 dias. A avaliacdo realizada pela comissao de ética da
MAC coincidiu com alteracdes efectuadas quanto aos membros que a compunham, o
que podera estar relacionado com o tempo de resposta.

Com a aprovacdo das comissdes de ética, o estudo foi iniciado nas entidades
participantes entre 16 dias e dois meses e meio apds a recep¢do do documento
comprovativo. Tal deveu-se a necessidade de organizar uma comunicacdo entre 0s
servicos de obstetricia e de patologia clinica, que exigiu uma coordena¢do entre muitos
e diferentes profissionais de salde, desde administrativos a enfermeiros, técnicos e
médicos. O facto de nem todos os profissionais pertencentes aos servicos envolventes
participarem no recrutamento de gravidas podera ter contribuido em grande parte para
que o numero de participantes fosse tdo diminuido. No caso do HSFX foram apenas 0s
dois investigadores associados ao estudo pelo hospital que recrutaram participantes, e
na MAC também apenas as trés investigadoras associadas participaram activamente no
recrutamento. No HDE, embora existisse no servico de obstetricia apenas uma
investigadora associada, foi possivel mobilizar outros obstetras para o recrutamento de

participantes.

3.3.2 Recrutamento de Participantes e Separacao de Amostras Bioldgicas

Dependendo da instituicdo, a prescri¢do de analises clinicas de rotina por parte do
clinico é efectuada em impresso (papel) ou informaticamente, o que fez com que, de
acordo com o método utilizado, fosse necessario adaptar a forma com que no servico de
patologia clinica fossem identificadas as participantes. As formas encontradas de
comunicacdo entre os dois servicos foram sugeridas pelos profissionais de salde

envolvidos no estudo. No caso do HSFX, dado a prescricdo ser em impresso, para
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identificacdo das participantes e separacdo de sangue para o estudo foi fornecido as
mesmas durante a consulta uma folha de protocolo que foi anexada a requisi¢do das
andlises clinicas e que seria entregue pela gravida no servico de patologia clinica. No
entanto, muitas das participantes ndo entegaram a referida folha de protocolo no servico
de patologia clinica, o que fez com que nesses casos 0 soro ou plasma ndo fosse
separado para o estudo. No HDE sucedeu o mesmo, embora a prescrigdo de analises
fosse realizada informaticamente e a chamada de atencdo quanto & participacdo no
estudo fosse efectuada por computador, dado que de alguma forma a informacdo nem
sempre chegou aos técnicos que realizam a colheita de sangue. Estas situacdes foram
contornadas gracas a existéncia de serotecas armazenadas em ambos 0s servicos de
patologia clinica, que foram identificadas de acordo com o numero de processo
constante nos questionarios preenchidos e sem amostra separada para o estudo. No caso
do HDE a seroteca encontra-se noutro hospital do mesmo centro hospitalar, o Hospital
de S&o Jose, onde sdo processadas amostras de sangue com pedidos para a sec¢do de
imunologia, pelo que foi necessario que fossem transportadas novamente para o HDE.
Quanto a MAC, sendo a prescricdo de analises clinicas efectuada em impresso, foram as
préprias requisi¢fes assinaladas, com um autocolante colorido, para alertar o
profissional do servico de patologia clinica sobre o facto de se tratar de uma gravida
recrutada para o estudo. Na MAC néo foram verificados problemas quanto a separagédo
de amostra embora tenha sido processada apenas uma, dado ter sido a ultima institui¢do
a iniciar o estudo. Possivelmente para a realizacdo de um estudo que envolva uma
comunicacdo clara entre dois servigos, sera necessario futuramente promover reunides
com os profissionais de satde envolvidos, de forma a esclarecer a origem e solucdo das
falhas de comunicacgéo existentes.

Ainda referente ao recrutamento de participantes e separacdo de amostras, importa
referir que, no HSFX existiram dois casos que impossibilitaram a utilizacdo de dados
para analise estatistica. O primeiro caso corresponde a uma gravida recrutada na
consulta de obstetricia que preencheu o questionario de estudo e assinou o
consentimento informado, mas realizou o parto antes de efectuar as analises clinicas que
Ihe tinham sido prescritas, pelo que ndo foi possivel obter a sua amostra de sangue.
Tentou-se posteriormente entrar em contacto com a participante mas esta nao se dirigiu
mais a instituicdo desde o parto. O segundo caso consiste numa amostra de sangue
colhida no servigo de urgéncia a uma gravida que afirmava ser participante neste estudo,

mas 0 seu questionario e consentimento informado nédo se encontravam no local em que

76



iam sendo habitualmente guardados pelos obstetras responsaveis. Desta forma, na
auséncia de consentimento informado, a amostra em questdo ndo foi utilizada para
analise neste estudo.

Tanto na MAC como no HDE foi ainda verificada a existéncia de um questionario
e respectivo consentimento em cada uma das instituicbes cujas amostras de sangue
ainda n&o tinham sido colhidas dado que as participantes ainda n&o tinham efectuado as
analises de rotina até a data.

Quanto a hipdtese de ser efectuada uma colheita de sangue de corddo umbilical
durante o parto de todas as participantes para pesquisa de T. cruzi em caso de
positividade materna, colocou-se mais uma vez o problema de se tratar de um assunto
que envolve uma comunicacdo clara entre dois servigos. Para além desta questdo,
verificou-se que a implementacdo deste procedimento seria bastante mais complicada
no HDE, dado que os partos ndo sao realizados no referido hospital, mas sim na MAC,
pelo que seria necessaria uma comunicagdo entre instituicbes. De forma a contornar esta
dificuldade foi colocada a possibilidade de ser efectuado posteriormente um diagnéstico
laboratorial com sangue do recém-nascido. No entanto, dado nenhuma das participantes
ser positiva para infeccdo por T. cruzi, nenhum destes procedimentos foi necessario

durante o estudo piloto.

3.3.3 Continuidade do Estudo

Tratando-se de um estudo piloto, as dificuldades esperadas e inesperadas que
surgiram e as suas solucGes permitirdo tirar licdes para o futuro, no que respeita ndo s6 a
continuidade desta investigacdo como a realizacdo de outros estudos multicéntricos ou

dissertacOes académicas.

3.4 Ensaios Seroldgicos Disponiveis em Portugal

Para a realizacdo deste estudo foram contactadas 18 casas comerciais que
comercializam ensaios para rastreio e diagnostico da Doenca de Chagas, sendo que
foram obtidas respostas de 13. Destas, foi verificado que duas comercializam kits de
reagente de IFI, e cinco comercializam ensaios ELISA, em Portugal. Quanto a IFlI,
ambas as empresas, LabClinics/Bios e MarDx/TrinityBiotech, forneceram informacéo
insuficiente para que fosse estabelecida uma comparagdo no que respeita a performance
dos ensaios, quer pela sensibilidade quer pela especificidade. No entanto, foi possivel

saber que o custo por teste, entre as duas empresas, € menor com a utilizagdo do ensaio
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da MarDx/TrinityBiotech. Quanto aos fabricantes que comercializam ensaios ELISA
foram obtidas respostas que permitiram estabelecer comparagdes e seleccionar o melhor
teste de acordo com o critério comparado. As empresas que forneceram informacéo
sobre sensibilidade, especificidade e preco foram a REM, Ortho Clinical Diagnostics,
Izasa/Biokit, BLK e BioRad/Vircell. Segundo os dados revelados por cada fabricante, os

melhores ensaios encontram-se na tabela 15.

Tabela 15 — Melhores ensaios ELISA comercializados em Portugal de acordo com

informacao dos fabricantes sobre sensibilidade, especificidade e preco.

Maior Sensibilidade Maior Especificidade Melhor Preco
Casas BioRad/Vircell, OrthoClinicalDiagnostics, REM
Comerciais  OrthoClinicalDiagnostics, BLK
REM

De acordo com as informacbes obtidas, as empresas BioRad/Vircell,
OrthoClinicalDiagnostics e REM destacam-se quando o critério avaliado é a
sensibilidade, demonstrando valores de 100%. Quanto a especificidade foi verificado
que tanto a OrthoClinicalDiagnostics como a BLK obtém valores de 100%. No que
respeita ao preco dos kits de reagente, embora ndo tenha sido obtida informacdo a esse
nivel por parte da Izasa/Biokit, verifica-se que de entre as restantes casas comerciais se
destaca a REM, pois comercializa um kit de 480 testes por 600€, o que leva a um custo
de cerca de 1,25€ por teste realizado. No entanto segundo estes dados, no que respeita a
uma avaliacdo da performance esperada pelos fabricantes, é o ensaio da Ortho Clinical
Diagnostics que se destaca pelos seus valores elevados de sensibilidade e

especificidade.

3.5 Utilizagdo dos kits Ortho Clinical Diagnostics e REM
Neste estudo foram utilizados como testes de rastreio para a infeccdo por T.cruzi
dois ensaios ELISA, das empresas REM e Ortho Clinical Diagnostics. Desta forma foi

possivel estabelecer compara¢Bes quanto a sua utilizagdo no processamento das
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amostras. Assim, foram avaliados critérios de utilizacdo importantes para um
processamento fiavel das amostras, rapido e de facil realizacdo: o tempo dispendido em
cada corrida, a necessidade de preparacdo de reagentes por parte do operador, 0s
critérios de controlo de qualidade associados ao ensaio, a necessidade de utilizacdo de
reagentes que ndo constem no Kkit, a clareza da documento informativo (bula) dos
reagentes e ainda a interpretagdo dos resultados. Na tabela 16 encontram-se as
caracteristicas anteriormente referidas de cada um dos Kits utilizados, de forma a

poderem ser comparados.
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Tabela 16 - Comparacdo entre os kits de ELISA da REM e Ortho Clinical
Diagnostics quanto a sua utilizag&o.

Critério de Utilizacéo
Tempo total
dispendido em cada
corrida (aproximado)
Tempo de incubacéo
em cada corrida
Reagentes que
necessitam de
preparacao
Critérios de controlo
de qualidade

Reagentes ndo

fornecidos

Explicacbes na bula
Interpretacéo de

resultados

REM
140min. (2horas e 20min.)

75 min. (1hora e 15min.)

Solugéo de lavagem

Monitorizagao de
adicdo/omissdo de amostra,
aceitacdo do branco, aceitacdo
do controlo negativo,

aceitacdo do controlo positivo

Nenhum

Claras
Positivas, negativas e zona

cinzenta

Ortho Clinical Diagnostics
195min. (3 horas e 15min.)

120min. (2horas)

Solucdo de lavagem e solugéo
substrato

Monitorizacao de
adicdo/omissdo de amostra,
monitorizacao de omissdo do
conjugado, aceitacdo do
branco, aceitacéo do
calibrador positivo, aceitacéo
do controlo negativo
Acido sulfurico (H,SO4) 4N e
tampdo de lavagem
concentrado
Claras

Positivas e negativas

Estabelecendo uma comparacao entre os dois ensaios ELISA utilizados, verifica-

se que com a utilizacdo do kit da Ortho Clinical Diagnostics existem tempos de

incubacdo mais longos, o que se considera & partida uma desvantagem no que respeita a

rapidez com que séo reportados os resultados. No entanto, o tempo total dispendido na

realizacdo de um ELISA desta casa comercial é longo ndo s6 pelos tempos de

incubacdo, mas também pela existéncia de um maior nimero de operagdes relacionadas

com controlo de qualidade em relagdo ao kit da REM. Assim sendo, a desvantagem de
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ser mais longo anula-se com a vantagem de ter mais critérios de controlo de qualidade
de forma a garantir a fiabilidade dos resultados.

Quanto aos reagentes nédo fornecidos, verifica-se claramente uma vantagem com a
utilizacdo do ensaio da empresa REM, pois todos 0s reagentes necessarios a técnica sao
encontrados no kit. Para a realizacdo do ensaio da Ortho Clinical Diagnostics foi
utilizado neste estudo &cido sulfarico preparado nas instalagdes do Instituto de Higiene
e Medicina Tropical, tendo sido o tampdo de lavagem fornecido pela Ortho Clinical
Diagnostics.

Quanto a interpretacdo dos resultados, o facto de ser considerada a existéncia de
uma zona cinzenta confere uma vantagem na utilizacdo do kit da REM, dado que é
aconselhada a realizacdo de um novo ensaio em amostras incluidas nesse intervalo para
confirmacdo de reactividade. Sabe-se que todas as amostras positivas num teste
considerado de rastreio deverdo ser confirmadas através de outra metodologia, no
entanto, segundo esta consideracdo, as amostras negativas ndo serdo mais testadas.
Assim, ndo sendo considerada no kit da Ortho Clinical Diagnostics uma zona cinzenta,
amostras muito perto do cut-off mas abaixo dele ndo sdo novamente testadas por serem
imediatamente consideradas negativas, 0 que leva a que este facto seja considerado
como uma desvantagem. No entanto, tal desvantagem ndo se aplica neste estudo, uma
vez que todas as amostras, mesmo sendo negativas, foram testadas com dois kits de
rastreio, sendo no ensaio da REM considerada uma zona cinzenta. De qualquer forma,
na eventual utilizacdo apenas do kit da Otho Clinical Diagnostics como rastreio, podera
0 préprio operador calcular um inetervalo que considere como zona cinzenta de acordo

com as caracteristicas do ensaio e aplica-lo apos o célculo do valor de cut-off.
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3.6 Comparacdo de Resultados Obtidos entre os Kits Utilizados

Dado nédo existirem neste estudo piloto resultados positivos para Doenga de
Chagas, ndo foi possivel realizar uma comparacdo efectuando testes de concordancia,
ndo tendo sido assim avaliadas a PPA nem a NPA. Desta forma, foram comprados os
resultados obtidos em sinal para cada amostra, em cada kit utilizado. O céalculo do sinal
é efectuado através da divisdo da DO obtida na leitura pelo espectrofotometro pelo

cutoff calculado nesse ensaio, como demonstra a equacéo 1.

Equacdo 1 - Célculo do sinal para cada amostra.

Do
Cutoff

Sinal =

Para cada vez que sdo processadas amostras (cada corrida), é calculado um valor
de cutoff de acordo com os valores obtidos de calibradores ou controlos negativos
(dependendo do fabricante). De acordo com o National Committee for Clinical
Laboratory Standards e as especificaces dos fabricantes, uma amostra é considerada
positiva se o seu sinal calculado for igual ou superior a um, ou seja, se a DO obtida na
leitura for igual ou superior ao valor de cutoff calculado para essa corrida. Assim,
enquanto que a interpretacdo de um resultado de DO depende do valor de cutoff
calculado para cada corrida, o sinal é interpretado sempre da mesma forma. Ao eliminar
a interferéncia do factor cutoff, que € variavel, pode ser estabelecida uma comparacéao
quantitativa de resultados. Para este fim foram utilizados os sinais calculados para cada
amostra, e ndo as DO observadas na leitura.

De forma a saber que teste estatistico utilizar para a comparacéo entre 0s sinais
obtidos com cada kit de reagente foi necessario verificar se estas variaveis assumem
uma distribuigdo normal. Dado o tamanho da amostra ser inferior a 50, para testar a
normalidade foi realizado o teste Shapiro-Wilk, mais adequado para amostras de

pequena dimensdo (Maroco 2007). Os resultados obtidos encontram-se na tabela 17.
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Tabela 17 — Teste de normalidade para as variaveis a comparar.

Teste de Normalidade

Shapiro-Wilk
Sig.
Sinal obtido com Ortho Clinical Diagnostics 0,000
Sinal obtido com REM 0,000

A hipotese nula deste teste estatistico considera que a variavel em questdo
demonstra uma distribuicdo normal (Maroco 2007). A hipdtese nula é rejeitada se o
nivel de significancia (Sig.) se revelar inferior a 0,05 (Maroco 2007). Assim,
observando os resultados da tabela 17 conclui-se que os sinais obtidos com ambos 0s
kits ndo assumem distribui¢cbes normais, uma vez que a hipdtese nula é rejeitada.

Quando a normalidade da distribuicdo ndo é verificada, deverdo ser utilizados
como testes estatisticos os testes ndo paramétricos (Boslaugh & Watters 2008). O teste
de Wilcoxon é um teste ndo paramétrico que compara a distribuicdo entre duas variaveis
relacionadas continuas (Maroco 2007), como ¢ o caso das varidveis “Sinal obtido com
Ortho Clinical Diagnostics” e “Sinal obtido com REM”. Desta forma, foi aplicado o
teste estatistico de Wilcoxon para comparacdo entre os sinais obtidos nas amostras com
0s ensaios das duas casas comerciais escolhidas. Neste teste estatistico considera-se
como hipotese nula a média das diferencas entre as duas variaveis ser igual a zero
(Maroco 2007).

Tabela 18 — Resultados obtidos com o teste de hipoteses Wilcoxon.

Teste de Hipoteses Sig. Decisao

Wilkoxon 0,617 Aceita a hipdtese nula.

Como pode ser observado na tabela 18, a hipdtese nula é aceite, ou seja, verifica-
se que as médias das classificacOes das diferencas entre os sinais obtidos com a Ortho
Clinical Diagnostics e com a REM s&o iguais. Assim, pode assumir-se que os resultados

obtidos com os dois kits ndo diferem significativamente. Estes resultados permitem que
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0 Mesmo paciente possa ser monitorizado quer com um quer com outro ensaio, pois

admite-se que a variagao inter-ensaio seja a mesma.
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4 Conclusao

Com os resultados obtidos neste estudo piloto verifica-se que ndo existem
gravidas infectadas por T. cruzi na amostra estudada. As participantes foram na sua
maioria recrutadas no HSFX, dado ter sido a primeira instituicdo a iniciar o estudo. De
forma a avaliar a prevaléncia da Doenca de Chagas numa porcdo significativa da
populacdo de gravidas em risco é necessario que este estudo continue a ser efectuado
nas instituicbes em que foi implementado, e ainda que outras participem igualmente
nesta investigacdo, nomeadamente as entidades ja contactadas. Uma vez que foram ja
confirmados oito casos de Doenca de Chagas em Portugal e os dados referentes ao total
de infectados em paises sem transmissdo vectorial correspondem na sua maioria a
estimativas, a continuidade deste estudo piloto deverad ser mantida. Para tal, conclui-se
que a utilizacdo do questionario aplicado a esta investigacdo é adequado, uma vez que
poderdo ser detectados casos ndo s6 em participantes nascidas em area endémica, como
a toda a populacgdo de gravidas em risco que possa residir em Portugal. Com a utilizacao
deste questionario foi ainda possivel obter uma boa caracterizacdo epidemioldgica da
populacdo de gravidas em estudo, e concluir que apenas cerca de 30% destas terdo um
risco acrescido de infecgé@o por transmissao vectorial.

Durante a realizacdo desta investigacdo surgiram limitac6es relacionadas com o
facto de se tratar de um estudo multicéntrico com tempo limitado para concluséo.
Surgiram atrasos homeadamente ao nivel das respostas por parte das comissdes de ética
e ao nivel do processo de implementacdo do estudo que levaram a que o nimero de
participantes ndo alcancgasse o esperado.

Com este estudo-piloto foi possivel avaliar a proveniéncia das gravidas migrantes
latino-americanas e obter desta forma dados actuais sobre a referida populacado.
Conclui-se assim gque a maioria das gravidas estrangeiras de origem latino-americana
em Portugal séo brasileiras, e exercem profissdes maioritariamente relacionadas com o
comeércio e 0s servicos domésticos. Dadas as actuais dificuldades econdmicas sentidas
na Europa e particularmente em Portugal e o crescente desenvolvimento dos paises da
América Latina sera interessante, com a continuidade do estudo, verificar se a
comunidade brasileira em Portugal continuard a destacar-se no que respeita aos partos
de mulheres estrangeiras em Portugal.

Para a continuidade desta investigagdo conclui-se que existem formas de evitar

alguns erros ocorridos durante a realizagdo do estudo piloto. Assim, deverédo
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promovidas reunides entre profissionais de salde para que a informacéo circule mais
rapida e claramente. Quanto aos testes seroldgicos a utilizar, devera ser tido em
consideracdo que, no que respeita & performance dos ensaios ELISA disponiveis em
Portugal, a Ortho Clinical Diagnostics apresenta um melhor desempenho, segundo 0s
fabricantes. Este kit, embora com critérios de controlo de qualidade bastante apertados
(o que garante maior fiabilidade), é de facil utilizacdo. No entanto, no que respeita aos
custos, as empresas REM e MarDx/TrinityBiotech fornecem os reagentes para ELISA e
IFI (respectivamente) menos dispendiosos. Conclui-se que, no que respeita a resultados
de pacientes, tanto a Ortho Clinical Diagnostics como a empresa brasileira REM
apresentam valores que néo diferem significativamente. Dado o kit da empresa REM ser
menos dispendioso e fornecer todos os reagentes necessarios a realizacdo do ensaio, este
considera-se uma boa escolha para laboratérios com menos recursos financeiros.
Através da realizacdo deste estudo pode ainda considerar-se que Portugal é um
pais que ainda ndo despertou para a problematica da emergéncia da Doenca de Chagas
em paises ndo endémicos. Ha ainda um longo caminho a percorrer no nosso pais, uma
vez que esta patologia é quase desconhecida pela maioria dos profissionais. A
realizacdo de sessbes clinicas informando diversos profissionais de salde sobre a
emergéncia da Doenca de Chagas torna-se essencial para a continuidade do estudo. O
apoio de entidades como o Ministério da Saude sera igualmente desejavel, para que esta
investigacdo ndo se resuma apenas a um estudo piloto, e se torne num rastreio

multicéntrico para estudo de prevaléncia, a nivel nacional.
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7 Anexos



7.1 Anexo 1 - Questionario de Seleccédo de Participantes (Grupo I)



ESTUDO PILOTO SOBRE A PREVALENCIA DA DOENCA DE CHAGAS EM GRAVIDAS
LATINO-AMERICANAS EM PORTUGAL

IDENTIFICACAO DA PARTICIPANTE

Iniciais do primeiro e ultimo nomes: f e
[ T ] MEDICIN A

TROPICAL

Numero de processo: Data:
(A preencher pelo profissional de satde)

QUESTIONARIO

Grupo I
Escolha dos participantes

1- Nasceu na América Latina?
Assinale com uma cruz.

Sim Nao

Se respondeu “sim”, indique o pais, o estado ou provincia e a cidade onde nasceu, e
passe para a questio 3.

Pais:

Estado / Provincia: Cidade:

2- Realizou viagem por mais de um més a algum pais da América Latina?
Assinale com uma cruz.

Sim Nio

Se respondeu “sim”, indique o(s) pais(es), o(s) estado(s) ou provincia(s) e a(s)
cidade(s).

Pais:

Estado / Provincia: Cidade:

3- E filha de mae que tenha vivido na América Latina?
Assinale com uma cruz.

Sim Nao

4- Recebeu transfusdo de sangue na América Latina?
Assinale com uma cruz.

Sim Nio Nio sei




Se respondeu “sim”, indique o pais, o estado ou provincia e a cidade.
Pais:
Estado / Provincia: Cidade:

5- Recebeu algum 6rgao por transplante na América Latina?
Assinale com uma cruz.

Sim Nao Nio sei

Se respondeu “sim”, indique o pais, o estado ou provincia e a cidade.
Pais:
Estado / Provincia: Cidade:

6- Ja foi residente na América Latina?
Assinale com uma cruz.

Sim Nio

Se respondeu “sim”, indique o(s) pais(es), o(s) estado(s) ou provincia(s) e a(s)
cidade(s), e responda a alinea a).

Pais:

Estado / Provincia: Cidade:

a) Viveu em meio rural ou urbano?
Assinale com uma cruz.

Rural Urbano Ambos

7- Alguma vez trabalhou na América Latina?
Assinale com uma cruz.

Sim Nao

Se respondeu “sim”, indique o(s) pais(es), o(s) estado(s) ou provincia(s) e a(s)
cidade(s), e responda as alineas a) e b).

Pais:

Estado / Provincia: Cidade:

a) Qual a sua profissiio no continente americano?

b) Qual a sua profissio em Portugal? (se desempregado, refira-o como tal)

SE RESPONDEU “NAO” A TODAS AS PERGUNTAS ATE AGORA, O SEU QUESTIONARIO
TERMINA AQUI




7.2 Anexo 2 — Consentimento Informado



CONSENTIMENTO INFORMADO

“ —
MEDICINA
TROPICAL

Titulo do Estudo: Estudo Piloto sobre a Prevaléncia da Doenca de Chagas em Gravidas Latino-americanas em Portugal

Promotor: Instituto de Higiene e Medicina Tropical / Universidade Nova de Lisboa — Unidade de Ensino e Investigacdo de

Clinica das Doengas Tropicais

Investigadores: Jorge Seixas, Marcelo Silva, Ana Rita Ferriio

INTRODUCAO

A Doenga de Chagas ¢ transmitida
durante a picada de um insecto que existe
apenas na América central ¢ do Sul.
Existem outras formas importantes de
transmissao da doenga, de mae para filho ¢
por transfusdo de sangue ou transplante.
Estamos a estudar a existéncia dessa
doenga em Portugal. Para tal precisamos
de uma andlise ao sangue de grévidas
imigrantes dessa regido em Portugal.
Apresentamos em  seguida toda a
informagdo sobre o estudo, para decidir se
quer ou ndo participar. Esta ¢ uma decisao
pessoal. Se tiver alguma questdo ao ler este
documento, pode coloca-la a quem lho
forneceu, ou contactar qualquer um dos
investigadores.

A) OBJECTIVO DO ESTUDO

Esta doenga pode provocar problemas
graves cardiacos e intestinais. Os estudos
publicados sobre esta doenga em Portugal
sd0 muito poucos. Saber se uma gravida
tem doenga de Chagas ¢ muito importante
para evitar a transmissdo a crianga.

B) PROCEDIMENTO DO ESTUDO

Se aceitar fazer parte deste estudo terd
que preencher um questionario. Se
responder “ndo” a todas as questdes do
grupo 1. sera excluida do estudo e néo tera
que continuar os procedimentos seguintes.
Para saber se ja foi infectada vamos
precisar de uma pequena parte do sangue
que vai ser colhido quando fizer anélises
para a rotina pré-natal ou no momento do
parto. Mais tarde um dos investigadores
levara a amostra para o Instituto de
Higiene e Medicina Tropical em Lisboa,
onde sera feita a analise. O servico em que
se encontra serd contactado se o seu
resultado for positivo, para que possam
trata-la se necessario. Para assegurar que a
sua crianga ¢ devidamente acompanhada
no caso do seu resultado ser positivo,
pedimos-lhe que permita também que o
sangue do corddo umbilical seja colhido
durante o parto.

C) PARTICIPACAO VOLUNTARIA

E totalmente sua a decisio de
participar ou ndo. Se ndo quiser participar
isto ndo mudara o seu seguimento médico.

D) RISCOS E DESCONFORTOS

Para participar neste estudo, o risco e
desconforto que existe ¢ minimo. ligado
apenas a colheita de sangue.

E)BENEFICIOS

Para si apenas haverd beneficio se estiver
infectada, pois o servigo serd avisado dessa
situagdo para que possa ser corretamente
acompanhada. Para a populagdo, o
beneficio que ha neste estudo ¢ alertar as
autoridades para a importancia da doenga
de Chagas em Portugal e permitir que se
tomem medidas de saide publica
adequadas.

F) COMPENSAGAO
Nao terd que pagar nada para fazer
parte deste estudo, nem serd paga para tal.

G) CONFIDENCIALIDADE

Os seus dados pessoais serdo mantidos
confidenciais. Os questionarios vao ter um
codigo e ndo o seu nome. Apenas o
investigador tera acesso a0s nomes
correspondentes aos cddigos, que serdo
guardados por ele. Os seus dados s6 serdo
comunicados ao servico em que se
encontra caso esteja infectada.

H) PUBLICAGAO DOS RESULTADOS

Os resultados deste estudo serdo
comunicados as autoridades de satde,
mostrados em reunides cientificas e
publicados em revistas cientificas, mas ndo
terdo dados confidenciais.



Prevaléncia de Doenca de Chagas em Gestantes Latino-americanas em Portugal e suas Implicacies

1) DECLARACAO DA PARTICIPANTE

Fui convidada a participar no estudo sobre Doenga de Chagas, e sei que envolve a utilizagiio de alguns dados pessoais que serdo
mantidos confidenciais, a utilizagfio de uma amostra obtida na colheita de sangue que realizo neste servico e também uma amostra de
sangue do corddo umbilical obtida no parto. Fui informada de que os riscos sdo minimos, e sei que os beneficios directos sé existem se
estiver infectada. Foi-me dado o nome do investigador com quem posso contactar. Li toda a informacdo deste documento, ou foi-me lida.
Tive oportunidade de fazer perguntas sobre o estudo. Autorizo voluntariamente a minha participagio neste estudo.

Nome da participante: Data:

Assinatura da participante (cruz se iletrada)

Testemunha (caso o participante seja iletrada):

Assinatura do investigador

Contacto: Rua da Junqueira, n°.100, 1349-008 Lisboa
Telefone: 21 365 26 61

Fax: 21 363 21 05

e-mail: jseixas@ihmt.unl.pt



7.3 Anexo 3 — Questionario para Recolha de Dados Epidemiologicos
(Grupo I1)



ESTUDO PILOTO SOBRE A PREVALENCIA DA DOENCA DE CHAGAS EM GRAVIDAS

LATINO-AMERICANAS EM PORTUGAL

IDENTIFICACAO DA PARTICIPANTE

Iniciais do primeiro e ultimo nomes:

Numero de processo:

(A preencher pelo profissional de satde)

L T ]

Data:

" —
MEDICIN A
T l(Jl'lCAE

P

Grupo 11
Participantes incluidas

1- Data de nascimento (dia/més/ano):  /

2- Alguma vez fez anilises para saber se tinha Doen¢a de Chagas?

Assinale com uma cruz.

Sim

Niao

Nio sei

Se respondeu “sim”, responda a alinea a).

a) Qual o resultado da analise?

Assinale com uma cruz.

Positiva

Negativa

Nio cheguei a saber

3- Tem familiares com Doen¢a de Chagas?

4- Estd grivida de quanto tempo?

5- Pretende dar a luz em Portugal?

6- Pretende ter mais filhos em Portugal?

Sim Niao Nio sei
semanas.
Assinale com uma cruz.
Sim Nao Ainda ndo decidi
Assinale com uma cruz.
Sim Nao Nio sei




7.4 Anexo 4 — Procedimento do Ensaio ELISA da REM

VvV V.V V V V VYV V

vV V VY

YV V VYV V V

YV VvV

Colocacéo do kit e amostras a temperatura ambiente, aproximadamente 30 a 60
minutos;

Determinagdo do nimero de pogos necessarios para o ensaio;

Realizacdo do mapa da placa;

Preparacdo da solucdo de lavagem diluida 1X com agua destilada;

Adicédo de 200uL de diluente de amostra a todos 0S pocos;

Adicédo de 20uL de cada amostra e controlos de acordo com 0 mapa da placa;
Verificagdo da mudanca de cor ap6s adi¢do das amostras e controlos;

Incubacdo a 37°C durante 30 minutos;

Aspiracdo e lavagem de todos os pogos por 5 vezes utilizando a solucdo de
lavagem;

Adicéo de 200puL de conjugado em todos 0s pogos;

Incubacdo a 37°C durante 30 minutos;

Aspiracdo e lavagem de todos os pogos por 5 vezes utilizando a solucdo de
lavagem;

Adicédo de 200pL de substrato a todos 0s poc¢os;

Incubacdo a temperatura ambiente e ao abrigo da luz durante 15 minutos;
Adicéo de 100puL de solucdo bloqueadora a todos 0s pocos;

Leitura de todos os pogos a um comprimento de onda de 450nm;

Aplicagdo de critérios de controlo de qualidade segundo as instrucdes do
fabricante;

Interpretacédo de resultados;

Célculo do sinal.



7.5 Anexo 5 - Procedimento do Ensaio ELISA da Ortho Clinical

YV V V V V

vV Vv

A\

YV V V V V v

Y VY

Diagnostics

Colocacéo do kit e amostras a temperatura ambiente, aproximadamente 30 a 60
minutos;

Determinagdo do nimero de pogos necessarios para o ensaio;

Realizagcdo do mapa da placa;

Preparacdo da solucdo de lavagem diluida 1X com agua destilada;

Adicédo de 200uL de diluente de amostra a todos 0S pocos;

Adigdo de 20uL de cada amostra, controlo e calibrador de acordo com o mapa
da placa;

Verificacdo da mudanca de cor ap6s adicdo das amostras, controlos e calibrador;
Incubacdo a 37°C durante 60 minutos;

Aspiracdo e lavagem de todos os pogos por 5 vezes utilizando a solucdo de
lavagem;

Adicéo de 200puL de conjugado em todos 0s pocos excepto no correspondente ao
branco;

Monitorizacdo da omissdo do conjugado realizando uma leitura de todos os
pocos excepto o correspondente ao branco a um comprimento de onda de
490nm,;

Interpretacdo da leitura segundo as instrucées do fabricante;

Incubacdo a 37°C durante 30 minutos;

Preparacdo da solucdo substrato segundo as instrugbes do fabricante, e
armazenamento ao abrigo da luz;

Aspiracdo e lavagem de todos 0s pogos por 5 vezes utilizando a solucdo de
lavagem;

Adicéo de 200uL de solucdo substrato a todos 0s pogos;

Incubacdo a temperatura ambiente e ao abrigo da luz durante 30 minutos;
Adicdo de 50uL de acido sulfurico 4N a todos 0s pogos;

Leitura de todos os pogos a um comprimento de onda de 490nm;

Aplicagdo de critérios de controlo de qualidade segundo as instrucdes do
fabricante;

Interpretacéo de resultados;

Calculo do sinal.



