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RESUMO

Introduc¢do: O diagnostico de infeccdo pelo 7. cruzi é essencial em muitas situagdes,
sobretudo nos casos de reinfec¢do, como acontece em individuos transplantados cardiacos.
Seu diagnostico pode ser confirmado pelo encontro de ninhos do 7. cruzi em amostras
diversas, como a biopsia endomiocardica (BEM) para avaliar rejeicao ao enxerto. Como sdo
escassos, tais ninhos nem sempre sdo identificados rotineiramente. Para aumentar a

sensibilidade desse diagndstico, a imuno-histoquimica (IHQ) pode ser promissora.

Objetivo: Validar antissoro (anticorpo policlonal) para detectar, pela IHQ, infeccdo pelo T.

cruzi.

Métodos: Foram empregados: 1) controles positivos (CP): 13 BEM, 12 biopsias de pele e 1
cora¢do com ninhos de 7. cruzi em cortes corados pela hematoxilina-eosina (HE); 2) controles
negativos (CN): a) 10 coragdes explantados e 10 BEM sem ninhos de amastigotas nem sinais
clinicos ou laboratoriais de infec¢ao chagasica; b) 5 bidpsias de pele e 1 biopsia de intestino
com leishmaniose; 3) Casos: 31 BEM de pacientes chagéasicos sem ninhos do parasito a HE e
sabidamente positivos por PCR para DNA do 7. cruzi. Como anticorpo primario na THQ,

usou-se soro hiperimune de coelhos infectos pelo 7. cruzi.

Resultados: Houve marcacao IHQ em 21 dos 26 CP (80,8%) e em 1 caso de leishmaniose
cutanea. Os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo
negativo foram, respectivamente, 80,8%, 96,2%, 95,5% e 83,3%. Em 4 das 31 amostras
selecionadas como casos (12,9%) foram identificados ninhos de formas amastigotas de 7.

cruzi pela reagdo imuno-histoquimica, ndo reconhecidos ao exame histoldgico convencional.

Conclusdes: Os resultados do estudo mostram que IHQ com o antissoro testado aumenta a
sensibilidade do diagnostico e recomendam seu emprego rotineiro na avaliacdo de BEM de

transplantados cardiacos com doenga de Chagas.



ABSTRACT

Introduction: The diagnosis of 7. cruzi infection is essential in many situations, especially in
cases of reinfection in individuals with cardiac transplants. Its diagnosis can be confirmed by
finding 7. cruzi nests in different samples, such as the endomyocardial biopsy (EMB) to
evaluate graft rejection. Because they are scarce, such nests are not always identified
routinely. To increase the sensitivity of this diagnosis, immunohistochemistry (IHC) may be

promising.

Objective: To test an antiserum for detecting 7. cruzi in histological sections by IHC.

Methods: We used: 1) positive controls (PC): 13 EMB, 12 skin biopsies and 1 heart with 7.
cruzi nests in sections stained with hematoxylin-eosin (HE); 2) negative controls: a) 10
explanted hearts and 10 EMB without amastigotes nests nor clinical or laboratory signs of
chagasic infection; b) 5 skin biopsies and 1 intestinal biopsy with leishmaniasis; 3) Cases: 31
EMB of chagasic patients without parasite nests in HE sections and positive by PCR for 7.
cruzi DNA. As a primary antibody in [HC, hyperimmune serum from 7. cruzi-infected rabbits

was used.

Results: THC was positive in 21 of the 26 PC (80,8%) and in 1 case of cutaneous
leishmaniasis. Sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive value
were, respectively, 80.8%, 96.2%, 95.5% and 83.3%. In 4 of the 31 cases (12.9%), IHC

revealed 7. cruzi nests not recognized by conventional histological examination.

Conclusions: The results of the study show that IHC using the tested antiserum increases the
sensitivity of the diagnosis and recommend its routine use in the evaluation of EMB of

cardiac transplanted patients with Chagas' disease.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas ¢ uma infecgdo parasitaria sist€émica cronica causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, descoberto por Carlos Justiniano Ribeiro Chagas em 1909 (1). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), trata-se de uma das mais importantes doengas
negligenciadas no mundo (2). Estima-se cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas infectadas no

mundo, sobretudo na América Latina (3).

No Brasil, apesar dos bem-sucedidos programas de controle da transmissdo do agente
etiologico pelas vias vetorial e transfusional nas ultimas décadas (4), parcela consideravel da
populagdo brasileira (cerca de 3 a 4 milhdes de individuos) esta infectada pelo parasito e sob

risco de desenvolver as lesdes graves da doenca.

Além da transmissdao do parasito nos locais onde as pessoas vivem, um condicionante social
para a transmissao do 7. cruzi aos humanos sdo as migra¢des ndo controladas, que desafiam o
controle de novos casos em paises nao endémicos (5-7) e em areas urbanas de paises

endémicos (8).

Cerca de 60 a 70% dos individuos infectados ndo desenvolvem doenca clinicamente aparente
(forma indeterminada). Os restantes 30 a 40% apresentam uma forma anatomoclinica de
doenga cronica, isto €, cardiaca, digestiva (megaesdfago e/ou megacdlon) ou cardiodigestiva,

em geral 10 a 30 anos apds a infecg¢ao inicial.

A cardiopatia chagasica cronica ¢ a manifestacdo mais grave e mais frequente da doenga de
Chagas cronica. Acomete 20 a 30% dos individuos infectados e constitui causa importante de
morbidade e mortalidade, pois muitos individuos tornam-se incapacitados para as suas
atividades habituais e falecem por causa de insuficiéncia cardiaca progressiva e suas

complicagdes (9).

Cerca de 10% dos pacientes com insuficiéncia cardiaca secundaria a doenga de Chagas
progride para a classe funcional IV da New York Heart Association (NYHA) (10). Nesse
estadio, o transplante cardiaco ¢ uma das modalidades terapéuticas hé cerca de duas décadas,
sendo o Unico capaz de modificar a progressao natural da doenca (11). Em Belo Horizonte, tal
procedimento vem sendo realizado desde a década passada; no Hospital das Clinicas da

Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMQG), ¢ feito desde 2006. Em pouco mais de
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uma década, aproximadamente 250 transplantes cardiacos foram realizados no HC-UFMG,

dos quais cerca de 40% em pacientes com doenga de Chagas.

Além das complicagdes proprias dos transplantes de o6rgdos solidos, na doenga de Chagas
existe outro potencial agravante, que ¢ a reativacdo da infec¢do chagéisica em razdo do
tratamento imunossupressor que os pacientes recebem para evitar rejeicao do enxerto (12).
Reativagdo da doenga de Chagas em pacientes com imunidade celular deprimida foi descrita

ja na década de 1960 (13).

Em certo nimero de casos, a suspeita clinica de reativagdo da infeccdo pelo 7. cruzi em
individuos transplantados surge pelo aparecimento de lesdes cutianeas (paniculite) bastante
sugestivas. Outras manifestagdes de reativacdo sdo miocardite com sinais de insuficiéncia
cardiaca, febre, fadiga, anorexia, diarreia, meningite, encefalite e acidente vascular cerebral

(14-17).

A presenca do T. cruzi circulante ¢ definida como critério parasitologico para o diagndstico de
infeccdo aguda e de reativagdo da doenca de Chagas pelo II Consenso Brasileiro em Doenga
de Chagas, podendo ser demonstrada por varios métodos (18). De forma mais eficaz, seu
DNA pode ser detectado por meio de técnicas de biologia molecular, sobretudo a reagcdo em
cadeia de polimerase (PCR) a partir do sangue ou de amostras de biopsias endomiocardicas
(BEM) (19). A PCR torna-se positiva poucos dias ou semanas antes dos testes parasitologicos
tradicionais e antes dos sinais clinicos de reativag¢do (20,21). No entanto e devido a sua alta
sensibilidade, o resultado a partir de PCR em amostras de sangue deve ser interpretado com
precaucao em individuos com doenca de Chagas crdnica, pois o teste pode ser positivo em

pessoas imunocompetentes ou imunocomprometidas sem sinais clinicos de reativagao (22).

As BEM, feitas rotineiramente apds o transplante, t€m por objetivo avaliar a existéncia de
rejeicdo imunitaria ao enxerto e determinar a sua intensidade. O patologista deve identificar e
graduar a rejeicdo aguda em ausente, discreta, moderada e acentuada, respectivamente 0, 1R,
2R e 3R. Essa graduagdo ¢ feita com base nos aspectos histopatoldgicos observados nas BEM
como numero de focos e padrdo do infiltrado inflamatdrio, lesdo de miocardidcitos, edema,
hemorragia e vasculite (23). Nesses mesmos fragmentos, a avaliacdo histopatologica
convencional pode identificar ndo s6 os sinais de rejeigdo como também ninhos de

amastigotas do 7. cruzi, confirmando a reativagdo da infec¢do no 6rgdo implantado (24, 25)
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(Figura 1). Contudo, como tais ninhos sd3o pequenos € muito escassos, hem sempre sao
identificados nos exames rotineiros. Para aumentar a sensibilidade do método morfologico, a
imuno-histoquimica pode ser promissora, uma vez que permite a identificagdo mais precisa de

ninhos esparsos € muito pequenos.

Figura 1. A: Biopsia endomiocardica mostrando infiltrado inflamatorio linfocitario com
agressdao aos miocardiocitos. Hematoxilina e eosina, 200x. B: Biopsia endomiocéardica com
ninho de formas amastigotas de 7. cruzi no citoplasma de miocardidcito. Hematoxilina e
eosina, 1.000x.

A avaliacdo morfolédgica rotineira de BEM apos-transplante cardiaco faz parte do protocolo
de atendimento a esses pacientes e tem enorme importancia pratica, tanto para orientar o
tratamento imunossupressor, nos casos de rejeicdo aguda, como para detectar possivel
reativacdo da infec¢do chagasica e consequente indicagdo do tratamento antiparasitario
especifico. Nesses dois cenarios com condutas clinicas tdo distintas, o patologista pode
contribuir para o diagndstico de reativacdo. Entretanto, hd evidente dificuldade em se fazer o
diagnodstico diferencial entre rejei¢do aguda moderada/acentuada e reativacdo da infeccao
chagasica, haja vista o infiltrado inflamatério em ambas condi¢des ser morfologicamente

indistinguivel.
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O método imuno-histoquimico vem sendo utilizado para detec¢do de antigenos do 7. cruzi
(26) e facilita a identifica¢ao dos parasitos, sobretudo de ninhos pequenos, quando comparado

ao exame anatomopatoldgico convencional (27).

Estudos anteriores demonstraram que antissoro policlonal anti-7. cruzi evidencia o parasito
tanto em tecidos humanos quanto de outros animais. As maiores taxas de detec¢do foram
observadas na fase aguda da doenca e nos casos de fase cronica com inflamagao em atividade
(28, 29, 30). A taxa de deteccdo em amostras de coragdo ¢ maior do que em amostras de
cérebro (31). Maior deteccdo do parasito foi encontrada nos casos em que havia processo

inflamatério moderado ou acentuado (32).

Considerando a perspectiva do uso da imuno-histoquimica para o diagnostico da doenga de
Chagas, particularmente da reativagdo poés-transplante cardiaco, um antissoro foi
desenvolvido pelo grupo de Pesquisas em Doencas de Chagas do instituto de Ciéncias Exatas
e Bioldgicas da UFOP. Tal antissoro ainda ndo foi testado em amostras humanas e, portanto,

necessita ser validado para uso clinico.
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2 JUSTIFICATIVAS

Apesar do potencial da imuno-histoquimica na deteccdo da reativagao da infeccao chagasica,
ndo ha no mercado anticorpos disponiveis para essa finalidade. Essa situacdo decorre,
provavelmente, do pouco interesse das empresas de tecnologia em disponibilizar tal anticorpo,
uma vez que ele tem importdncia apenas nos paises onde a doenga de Chagas ¢ mais
prevalente e demanda mais insumos. O reconhecimento de reativagdo da infecgdo chagésica,
0 mais precocemente possivel, ¢ algo muito importante na conduta com os pacientes, pois o
tratamento com medicamentos especificos pode melhorar a evolucao dos casos. Por essas
razoes, a obtencdo de anticorpo para emprego na imuno-histoquimica tem grande interesse
cientifico e na pratica assistencial. Testar antissoro (anticorpo policlonal) para avaliar a sua

eficacia para tal finalidade constitui o presente estudo.
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3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho ¢ validar anticorpo policlonal anti-7. cruzi produzido em institui¢ao
de pesquisa cientifica para o diagnostico imuno-histoquimico da infeccdo pelo 7. cruzi e

determinar a sensibilidade e a especificidade do método.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Critérios de sele¢io, inclusao e exclusiao de amostras

O Servigo de Transplantes Cardiacos do HC-UFMG presta assisténcia aos pacientes com
insuficiéncia cardiaca terminal ha 12 anos. De 2006 a 2018, 81 pacientes com cardiopatia
chagéasica foram submetidos ao transplante cardiaco. Neste estudo, foram inicialmente
revisados todos os laudos anatomopatolégicos realizados no Laboratorio de Anatomia
Patologica do HC-UFMG (no periodo de 2007 a 2014), que compreendem 81 pegas ciriirgicas
de explante cardiaco, 823 BEM, 18 biopsias de pele/subcutaneo com suspeita de chagoma de
reativagdo, 15 biopsias ndo relacionadas diretamente ao transplante (bidpsias de medula dssea,
pleura, pericardio, esofagite por candida, duodenite citomegalica, linfoma cutaneo e encéfalo)
e 1 necrépsia de paciente chagésico falecido apos o transplante. Como controles negativos,
foram selecionadas amostras (coracdo, pele e outros) de pacientes sem sinais clinicos nem

laboratoriais de infecc¢ao pelo 7. cruzi.

Amostras de BEM com material insuficiente para aquisi¢do de novos cortes histologicos e/ou

para extragdo de DNA para PCR foram excluidas do estudo.

Todos os casos selecionados foram revistos pelo autor e seu orientador para confirmagao ou
nao da presen¢a de ninhos de amastigotas do parasito. Durante a revisdo das laminas, houve
discordancia em 5 casos quanto a presenca do parasito ao exame histopatoldégico em HE. A
presenca do parasito foi descartada em 2 casos em que o primeiro diagnostico foi de
reativacdo. Nos outros 3 casos, reconheceu-se o parasito na lamina original (em pelo menos
um dos cortes histoldgicos), o qual ndo havia sido identificado no primeiro exame; estes 3

casos foram selecionados como controles positivos.

4.1.1 Controles positivos

Como controles positivos, foram selecionados 26 casos de exames anatomopatoldgicos
corados pela hematoxilina e eosina (HE) contendo ninhos de amastigotas de 7. cruzi. Sao

eles:

e 13 BEM;
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e 12 biopsias de pele;

e 1 coragdo (necropsia), contendo cortes do ventriculo esquerdo (VE) e do septo

interventricular (SIV).

4.1.2 Controles negativos

Como controles negativos, foram incluidos 2 grupos de amostras: 1) amostras sem evidéncias
de infec¢do pelo T. cruzi; 2) amostras com parasito morfologicamente semelhante ao 7. cruzi

e potencialmente capaz de fornecer reagao cruzada.

No primeiro grupo, foram selecionados 20 casos de exames anatomopatologicos sem ninhos
de amastigotas de 7. cruzi e cujos pacientes nao apresentavam manifestacdes clinicas nem

exames laboratoriais indicativos de infec¢do chagasica.

No segundo grupo, como 7. cruzi e leishmanias t€ém algumas semelhancas morfoldgicas e
moleculares, escolheram-se 6 casos com diagnostico anatomopatoldgico de leishmaniose
(cutanea ou intestinal). A confirmacdo da presenca de leishmanias foi feita no Laboratério de
Patologia das Leishmanioses do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, por reacao

imuno-histoquimica com soro hiperimune de cao infectado pela Leishmania chagasi (33).
Os controles negativos sao representados por:

e 10 fragmentos de coragdes explantados;

e 10 BEM;

e 5 biopsias de pele com diagnostico anatomopatoldgico de leishmaniose;

e | biopsia de colon com diagnostico anatomopatoldgico de leishmaniose.

4.1.3 Casos

De acordo com o protocolo de pesquisa sobre doenca de Chagas realizada no HC-UFMG,
durante a realizagdo de algumas BEM, foram colhidos fragmentos destinados a pesquisa de
DNA do T. cruzi por PCR, além dos ja habituais para exame histopatoldgico. Assim, foram

selecionados do arquivo do Laboratorio de Anatomia Patologica do HC-UFMG 31 BEM sem
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ninhos do parasito ao exame convencional em HE nos fragmentos concomitantes sabidamente

positivos a PCR.
4.2 Biopsias endomiocardicas (BEM)

As bidpsias sdo feitas em momentos pré-estabelecidos e segundo os procedimentos
padronizados no HC-UFMG, de acordo com as recomendacdes da II Diretriz Brasileira de
Transplante Cardiaco (34). De cada paciente, sao obtidos 3 a 5 fragmentos do endomiocardio,
que sdo fixados em formalina a 10%, processados para inclusdo em parafina e cortados com 5
um de espessura. De cada caso, sdo obtidos pelo menos 15 cortes escalonados, que sdo
corados pela HE. Todo o processamento técnico do material foi feito no Laboratério de

Anatomia Patologica do HC-UFMG.

4.3 Estudo histopatolégico

Todas as laminas examinadas rotineiramente para avaliagdo de rejeicdo ao enxerto foram
revistas pelo pesquisador principal e por seu orientador, para confirmagdo dos achados

histopatologicos, sobretudo para confirmagdo ou exclusao de ninhos de 7. cruzi.

4.4 Estudo imuno-histoquimico
4.4.1 Reacao com anticorpo anti-7. cruzi
4.4.1.1 Preparacio do anticorpo

Para a producdo do anticorpo policlonal anti-7. cruzi, foram utilizados 3 coelhos da raca Nova
Zelandia, com aproximadamente 60 dias de idade, mantidos em gaiolas individuais no Centro
de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), com oferta de alimento e
agua ad libidum. A utilizagdo, a manutengao ¢ a manipulacao dos animais seguiram as normas

recomendadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

Os animais foram inoculados pela via intraperitoneal com 10’ formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y do 7. cruzi obtidas de camundongos previamente infectados por essa
cepa. Seis meses apOs o inoculo, os animais foram submetidos a anestesia geral, sendo

realizada coleta de sangue total por puncao cardiaca, com posterior eutanasia.
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O sangue permaneceu em temperatura ambiente em tubos de vidro de 10 ml cada por 1 h para
formagao de coagulo, sendo a seguir centrifugado a 3.500 RPM/10 min. O pool de soros
obtido foi homogeneizado, aliquotado, identificado e armazenado a -80°C até o momento dos

testes.

O soro hiperimune foi diluido serialmente em PBS estéril, pH=7,2 (entre 1:10 e 1:10.000), ¢ a
reatividade foi avaliada em ensaios de imuno-histoquimica em cortes parafinados de coragao,
bacgo e intestino de camundongos e cdes ndo infectados e infectados por diferentes cepas do 7.

cruzi.

A producao do anticorpo foi realizada no Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas da

UFOP.

4.4.1.2 Reacdo imuno-histoquimica

Os cortes histologicos foram desparafinados em estufa a 56° C overnight, re-hidratados com
banhos em xilol (3 vezes por 5 minutos), alcool etilico 100% e 80% (3 vezes por 5 minutos) e
agua corrente por 5 minutos. A recuperagao antigénica induzida por calor foi realizada com
solucdo de citrato de sodio 0,01M (pH = 6,0), a 90° C, por 20 minutos. Em seguida, os cortes
foram submetidos a bloqueio da peroxidase endogena em banho de metanol/perdxido de
hidrogénio (100 ml de metanol e 3,5 ml de perdxido de hidrogénio a 30%), por 30 minutos, a
temperatura ambiente, seguido de 2 banhos em solu¢do de PBS a 10%, 5 minutos cada. Na
sequéncia, as laminas foram submetidas ao bloqueio de ligagdes inespecificas pela imersao
em banho de leite em p6 desnatado diluido em PBS a 10% (6 g de leite desnatado em 100 ml
de PBS), por 30 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram incubados
com o anticorpo primdrio (anticorpo descrito em 4.1.4.1), diluido 1:400.000 em
PBS/albumina bovina 1% (1870, Inlab, Diadema, Brasil), em camara umida, a temperatura
ambiente, por 1 hora, seguindo-se 2 banhos em solucdo de PBS a 10%, 5 minutos cada. A
seguir, os cortes foram incubados em cdmara umida por 30 minutos a temperatura ambiente
com o anticorpo secunddario anti-IgG (Novolink), seguindo-se 2 banhos em solu¢do de PBS a
10%, 5 minutos cada. Posteriormente, aplicou-se o complexo estreptavidina-peroxidase (Kit
Dako, LSAB, K0675), sendo a preparacdo incubada por 30 minutos em camara Uimida, a

37°C. A revelacao da reagdo da peroxidase foi feita mediante incubag¢dao em solugdo de DAB
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(50 mg de 3,3’-diaminobenzidina tetra-hidrocloreto em 200 ml de PBS e 400ul de perdxido
de hidrogénio 30%), durante 5 minutos. Para interromper a revelagdo, os cortes foram lavados
em PBS por 5 minutos e, posteriormente, contracorados com hematoxilina de Harris diluida
por 3 segundos. Depois, foram lavados em agua corrente por 5 minutos, desidratados,

diafanizados em xilol e montados com Entellan (Merck).

Apoés a reacdo, todos os cortes de cada fragmento de cada bidpsia foram cuidadosamente
analisados ao microscopio, inicialmente em visdo panoramica, em seguida em aumentos de
100X e 400X, a procura de sinais indicativos de antigenos-alvo do anticorpo testado. Cada
sinal positivo de 7. cruzi foi topografado e, posteriormente, comparado com os cortes corados

em HE.
4.4.2 Reacio com anticorpo anti-leishménia

A reacdo imuno-histoquimica para leishmanias foi feita no Laboratorio de Leishmanioses do

Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, conforme descrito por Marques 2016 (33).

4.5 Reacido em cadeia de polimerase

Para confirmacao da infec¢do chagasica nos casos estudados, fragmentos de coracao, de BEM
e de outras biopsias foram testadas pela técnica de PCR para DNA do 7. cruzi, conforme

descrito adiante.

4.5.1 PCR kDNA

Para a detecgdo do DNA do 7. cruzi foi realizada a amplificagdo especifica do fragmento de
330 pb correspondente a regido variavel do minicirculo do kDNA empregando os iniciadores
S35 e S36 (Tabela 1), conforme empregado por Wincker 1994 (35). Os produtos da
amplificagdo foram visualizados por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e
corados pela prata. Para avaliar o desempenho do ensaio, incluiram-se controles positivos,
constituidos de DNA de cepas JG de T. cruzi, e controles negativos, compostos de reagdes de

PCR sem adi¢do de DNA.
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Tabela 1: Sequéncia dos iniciadores na PCR para identificagdo de kKDNA do 7. cruzi.

Técnica Iniciador Sequéncia Referéncia
c S35-F 5’-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3
PCR
Wincker et al., 1994
kKDNA
S36-R 5-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3’
D71-F 5-AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3’
PCR
D72-R 5-TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-3’ Souto et al., 1993
rDNA 24Sa
D75-F 5-CAGATCTTGGTTGGCGTAG-3"

4.5.2 PCR em tempo real do gene rDNA 24Sa

Foi realizado uma heminested PCR do gene do rRNA 24 Sa para reconhecimento molecular
do T. cruzi. Os produtos foram identificados a partir de curvas de dissociagdo por PCR em
tempo real (36). A primeira etapa de amplificagdo foi realizada usando os iniciadores D75
direto e D72 reverso (Tabela 1) e SuL. do produto da extracdo obtido a partir das amostras de
tecido; a segunda etapa foi realizada com os iniciadores D71 direto e D72 reverso (Tabela 1),
tendo como molde 2ul. do produto da primeira PCR. As reacdes da segunda etapa de
amplificagdo foram realizadas em aparelho de PCR em tempo real (ABI7900-Applied
Biosystems), utilizando SYBR Green® PCR Master Mix Master (Applied Biosystems). Os
controles positivos utilizados foram DNA de cepas ou clones que representam as DTUsTcl e
Tcll, constituidos pelo clone Col 1.7G2 (T M ~ 81 o C) e cepa JG (T M ~ 76 o C),
respectivamente. Os controles negativos foram representados pelos componentes da reacao de

PCR, sem o DNA.

4.6 Determinacao da sensibilidade, da especificidade e dos valores preditivos positivo e

negativo do teste

Com base no nimero de amostras positivas e negativas (controles positivos e controles
negativos, definidos a partir de dados clinicos e do encontro de ninhos de 7. cruzi nos cortes

histologicos), foram determinados a sensibilidade, a especificidade e os valores preditivos
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positivo e negativo da reacdo imuno-histoquimica com o anticorpo sob avaliacdo para o
diagnéstico da infec¢do pelo 7. cruzi. O padrdo-ouro dos casos positivos sdo ninhos de 7.

cruzi em cortes histolégicos corados pela HE.

Para os célculos, foram seguidas as recomendacdes de Pagano e Gauvreau 2004 (37).

4.7 Consideracoes éticas

O projeto seguiu todas as normas de pesquisas envolvendo seres humanos contidas na
Resolugao n° 196 do Conselho Nacional de Saude, para salvaguardar os direitos e o bem-estar
das pessoas estudadas. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da

UFMG, em 19/8/2015 (CAAE 49097715.3.0000.5149).
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S RESULTADOS

Os resultados do exame histologico convencional (HE), das rea¢des de amplificacdo (PCR) e
de imuno-histoquimica de todos os casos examinados neste estudo estdo resumidos na Tabela

2.

Tabela 2: Resultados de detec¢do do 7. cruzi por reacdo de cadeia de polimerase (PCR),
histologia convencional em hematoxilina e eosina (HE) e reagdo imuno-histoquimica (IHQ)
dos controles positivos, controles negativos e casos.

Controles positivos Controles negativos Casos
N° caso |HE |PCR |IHQ | Amostra | |N° caso | HE |PCR |IHQ Amostra N° caso |HE |PCR |IHQ | Amostra
1 + + 27 - a 53 -+ |+
2 £ | ok + 28 Z§ 54 - + +
3 + | - + 29 z = z E 55 - + +
4 + | - + i 30 2| = - § 56 -+ |+
5 |+ + T 3 |- - |- 2 57 |- + | -
6 + | + + =5 32 E 58 - + -
7 |+ + 3 33 8 59 |- + | -
8 |+| - |+ & 3a |- - |- ' 60 |- | + | -
9 + | - + @ 35 £ - - t% 61 - + -
10 |+ + 36 S 62 |- | + | -
11 + + 37 § 63 -+
12 + + 38 - | - - :g‘; 64 - o+ - g
13 + | - + 39 . - - %’ 65 -+ - a
14 + | - - 40 - % = o 67 -+ - &
ug ()
15 + + 8 41 5 68 -+ - P
16 + - ‘ﬁ 42 E 69 - + - _5
17 [+ - | - g 43 -] <« - i 70 N IEE i
18 + | - - E 44 - - - § 71 - + - 2
19 +| - + 5 45 - - - s 72 -+ - p=
20 + + i 46 = 73 -+ |- @
21 * + g 47 - - - 74 - + -
22 + < + = 48 - - - 75 & + -
23 + | - + @ 49 = | = # L. cutdnea 76 - * s
24 + - 50 - - + 77 -] * -
25 + + 51 - - - 78 - +
26 + Necrdpsia 52 - - - L. intestinal 79 -+ -
80 - + -
81 - o+ -
82 - + -
83 - + -
84 - + -
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5.1 Controles positivos

Nas 26 amostras utilizadas como controles positivos (13 BEM, 12 biopsias de pele e 1
necropsia de paciente chagasico falecido apds o transplante), a imuno-histoquimica revelou
ninhos de amastigotas em 8 BEM (Figura 2), nas 12 biopsias de pele (Figura 3) e no coragdo

de necrodpsia, totalizando 21 casos (80,8%) (Tabela 2).

Figura 2. A, B e C: Bidpsias endomiocardicas mostrando ninhos de formas amastigotas de 7.
cruzi no citoplasma de miocardiocitos. Hematoxilina e eosina, 1.000X. D, E e F: Formas
amastigotas de 7. cruzi marcadas pela reacdo imuno-histoquimica com anticorpo policlonal
anti-7. cruzi. 1.000X.

Em 5 BEM (19,2% do total de casos positivos), os ninhos de amastigotas identificados na

coloracdo de HE nao foram marcados nos cortes da reacdo imuno-histoquimica (Tabela 2).

Em 16 dos 26 controles positivos (61,5%), o DNA do parasito ndo foi identificado pelo
método de PCR (Tabela 3).
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Figura 3. A: Biopsia de pele mostrando ninhos de formas amastigotas de 7. cruzi no
citoplasma de macréfagos (setas). Hematoxilina e eosina, 400X. No detalhe, ampliacdo do
campo para evidenciar o parasito. Hematoxilina e eosina, 1.000x. B: Formas amastigotas de

T. cruzi marcadas pela reagdo imuno-histoquimica com anticorpo policlonal anti-7. cruzi.
400X.

Tabela 3: Controles positivos. Resultados de detec¢ao do 7. cruzi por reacao de cadeia de
polimerase (PCR), histologia convencional em hematoxilina e eosina (HE) e reacdo
imuno-histoquimica (IHQ).

Amostra HE PCR IHQ Total (%)
Positivo 6 (23,08)
Positivo
Biopsias de Negativo -
Positivo
pele Positivo 6 (23,08)
Negativo
Negativo -
Positivo 2(7,70)
BEM* de Positivo
Negativo 1(3,84)
pacientes Positivo
Positivo 6 (23,08)
chagasicos Negativo
Negativo 4 (15,38)
Necropsia Positivo Positivo Positivo 1(3,84)

(*) Bidpsia endomiocardica
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5.2 Controles negativos

Foram examinados 26 controles negativos (10 fragmentos de coragdes explantados de
pacientes ndo chagasicos, 10 BEM de pacientes ndo chagasicos, 5 biopsias de pele com
diagnostico anatomopatoldgico de leishmaniose e 1 bidpsia de codlon com diagnostico

anatomopatolégico de leishmaniose).

A reagdo imuno-histoquimica com o antissoro anti-7. cruzi foi negativa em 25 casos (96,2%).
Em 1 caso de leishmaniose cutanea (3,8%), houve marcacdo pela reagdo imuno-histoquimica

com anticorpo anti-7. cruzi em parasitos dispersos no intersticio (Tabela 4) (Figura 4).

Em nenhum dos 26 controles negativos houve deteccdo do DNA do 7. cruzi pelo método de

PCR.

Tabela 4: Controles negativos. Resultados de deteccdo do 7. cruzi por reagao de cadeia de
polimerase (PCR), histologia convencional em hematoxilina e eosina (HE) e reacdo
imuno-histoquimica (IHQ).

Amostra HE PCR THQ Total (%)
N Positivo -
Positivo
Coracdes de pacientes Negativo -
nao chagasicos Positivo -
Negativo
Negativo | 10 (38,5)
Positivo -
Positivo
BEM de pacientes Negativo
nio chagasicos _ Negativo | Positivo -
Negativo
Negativo | 10 (38,5)
N Positivo -
Positivo
Leishmaniose Negativo -
cutinea _ Positivo 1(3,85)
Negativo

Negativo | 4(15,3)

L. intestinal Negativo Negativo | 1(3,85)
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&
Figura 4. A: Biopsia de pele com diagndstico clinico e imuno-histoquimico de leishmaniose
cutanea mostrando formas amastigotas do parasito dispersas no intersticio, marcadas pela
reacdo imuno-histoquimica com anticorpo anti-7. cruzi (setas). 400X. No detalhe, ampliagdo
do campo para evidenciar a marcacdo de formas amastigotas. 1.000X. B: Mesma biopsia e

topografia do caso mostrado em A, evidenciando formas amastigotas de leishmania marcadas
pela reagcdo imuno-histoquimica com anticorpo anti-leishmania.

5.3 Casos

Em 4 das 31 amostras de BEM selecionadas como casos (12,9%) foram identificados ninhos
de formas amastigotas de 7. cruzi pela reacdo imuno-histoquimica, ndo reconhecidos ao

exame histoldgico convencional (Tabela 5) (Figura 5).

Tabela 5: Casos. Resultados de deteccao do 7. cruzi por reagdo de cadeia de polimerase
(PCR), histologia convencional em hematoxilina e eosina (HE) e reagdo imuno-histoquimica

(IHQ).

Amostra HE PCR IHQ Total (%)

Positivo 4(12,9)

Casos Negativo Positivo
Negativo 27 (87,1)
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Em todas as BEM incluidas como casos foram coletados concomitantemente a fragmentos de

BEM com DNA do 7. cruzi detectado por meio de PCR.

Figura 5. A, B e C: Biopsias endomiocéardicas sem evidéncia de ninhos de formas
amastigotas de 7. cruzi ao exame histopatologico em HE, 200X. D, E e F: Mesmas biopsias ¢
topografias das figuras 5SA, 5B e 5C, respectivamente, com formas amastigotas de 7. cruzi
marcadas pela reacdo imuno-histoquimica com anticorpo policlonal anti-7. cruzi (setas).
200X. No detalhe, ampliagdo do campo para evidenciar a marcagdo de formas amastigotas.
1.000X.

5.4 Analise estatistica

No total, foram analisadas 83 amostras, sendo que 26 (31,3%) tiveram histopatologia positiva
(ninhos de amastigotas de 7. cruzi). Os demais 57 casos (68,7%) tiveram HE negativa

(auséncia de ninhos de 7. cruzi).

Em 21 das 26 amostras (80,8%) selecionadas como controles positivos houve marcagio
imuno-histoquimica para antigenos do 7. cruzi. Dos 26 controles negativos, 25 (96,2%) ndo

tiveram marca¢ao imuno-histoquimica para antigenos do 7. cruzi.

Com base nesses resultados, os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e valor preditivo negativo sdo, respectivamente, 80,8%, 96,2%, 95,5% e 83,3%

(tabela 6).
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Tabela 6: Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo
negativo (VPN) para o teste imuno-histoquimico com anticorpo anti-7. cruzi.

Valor IC* 95%
Sensibilidade 80,8% [62,1 -91,5]
Especificidade 96,2% [81,1 -99,3]
VPP 95,5% [78,2 - 99,2]
VPN 83,333% (64,4 - 92,7]

(*) Intervalo de confianga
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, a reagdo imuno-histoquimica com o antissoro sob teste mostrou
sensibilidade de 80,8% para detec¢do de 7. cruzi, quando se considerou como padrdo-ouro o
encontro de ninhos de 7. cruzi na coloragdo convencional de HE. Em 5 BEM (19,2% do total
de controles positivos), a reagdo imuno-histoquimica ndo demonstrou antigenos do parasito. A
explicacao mais provavel para tal resultado ¢ a escassez de ninhos do parasito na fase cronica
da doenca, nos diferentes orgdos afetados, e a sua pequena dimensdo, o que pode explicar a
auséncia deles em muitos cortes histologicos. No presente estudo, os cortes histoldgicos
originais das BEM continham ninhos ao exame convencional (HE), os quais podem ndo ter
sido incluidos nos cortes obtidos em uma segunda microtomia; o préprio ajuste do bloco no
micrétomo para obter novos cortes para a imuno-histoquimica pode ter aprofundado muito a
amostra e contribuido para que os ninhos, poucos e pequenos, ficassem fora dos cortes que
foram empregados na reacdao imuno-histoquimica. Tendo-se essa possibilidade como
plausivel, recomenda-se que, nos casos de BEM apds transplante de pacientes chagasicos,
sejam coletados, a0 mesmo tempo, cortes de tecido em laminas para histopatologia
convencional e para imuno-histoquimica, procurando incluir os eventuais ninhos de
amastigotas nos varios cortes histologicos realizados. Tal técnica ja ¢ realizada em outros
contextos em que o alvo de andlise € escasso e pode se perder na aquisicao de novos cortes,
por exemplo, em bidpsias de linfonodo sentinela axilar na avaliacdo de pacientes com cancer

de mama (38).

A sensibilidade do teste diagnodstico encontrada no presente estudo (80,8%) ¢ bastante
expressiva e mostra-se adequada para seu emprego rotineiro nos laboratérios que examinam

BEM de pacientes chagésicos.

Houve marcacdo de parasitos pela reagdo imuno-histoquimica com o anticorpo anti-7. cruzi
em 1 caso de leishmaniose cutdnea; com isso, a especificidade do método foi de 96,2%. Isso
mostra que o anticorpo policlonal anti-7. cruzi utilizado pode apresentar rea¢do cruzada com
outros parasitos e deve, entdo, ser utilizado com estreita correlagdo com os dados clinicos e
laboratoriais do paciente, além de evidente correspondéncia morfoldogica ao exame
histopatologico em HE. A reacdo cruzada pelo método imuno-histoquimico entre antigenos de
leishmanias também j4 foi documentada por Barbosa et al (39), usando outro anticorpo anti-7.

cruzi. Desse modo, recomenda-se a aplicagdo do método sob analise em nimero maior de
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casos de leishmaniose cutanea para melhor entendimento dos resultados e de possivel reagao
cruzada. Também se faz necessaria a analise de biopsias com diagndstico anatomopatologico
de outras doengas infecciosas causadas por parasitos que apresentam morfologia semelhante
as formas amastigotas de 7. cruzi (p.ex., toxoplasmose), na tentativa de se reconhecer outras

provaveis reagdes cruzadas do anticorpo em estudo.

O presente estudo deixa evidente que a complementagdo com estudo imuno-histoquimico com
o antissoro anti-7. cruzi aumenta a deteccdo do parasito em BEM. Em quatro BEM com
resultado positivo pela PCR, houve deteccao de ninhos de formas amastigotas de 7. cruzi pela
reacdo imuno-histoquimica ndo identificados a histologia convencional. Esse aumento da
sensibilidade no diagnéstico de reativagdo da infec¢do chagasica justifica a indicagdo do

método como avaliagdo complementar as BEM de pacientes chagasicos transplantados.

O diagnostico diferencial entre rejeicdo e reativagdo da infec¢do chagasica tem enorme
importancia na assisténcia dos pacientes transplantados porque a conduta clinica ¢ muito
diferente nas duas situagdes. Assim, ¢ essencial que, além do exame histopatologico
convencional (HE) minucioso na procura de ninhos de amastigotas do parasito em todas as
BEM de transplantados cardiacos com doenga de Chagas, a avaliagcdo morfologica seja
complementada com o estudo imuno-histoquimico. Em nossa opinido, esse procedimento

deve fazer parte da rotina laboratorial em tais casos.

Devido ao pequeno tamanho dos ninhos e a sua ocasional supressdo nos cortes histologicos
seriados, entendemos que a reacdo imuno-histoquimica deve ser realizada em pelo menos 3

cortes sequenciais na tentativa de se aumentar a chance de reconhecimento do parasito.

Assim, recomendamos que os grupos de assisténcia a pacientes chagasicos devem
institucionalizar, apds transplante cardiaco, a reagdo imuno-histoquimica como
complementacdo na avaliacdo histopatologica de todas as BEM nos protocolos assistenciais,
na tentativa de se diagnosticar o mais precocemente possivel a reativacao da infec¢do pelo 7.

cruzi.

A negatividade de DNA do 7. cruzi pelo método de PCR em 16 dos 26 controles positivos
(61,5%) pode ter algumas explicacdes. A mais provavel ¢ a degradagdo do DNA nas amostras
teciduais fixadas em formol. Na maioria das BEM examinadas, ndo houve controle estrito do

processo de fixacdo das amostras, nem quanto ao tempo de exposi¢do ao fixador e nem,
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sobretudo, quanto ao seu pH. Como se trata de exames de rotina, emprega-se a solugdo
convencional de formalina a 10%. Recomenda-se, por isso, que tais amostras sejam fixadas
em formol tamponado, pH= 7,4, para aumentar a preservacdo do DNA do parasito e a chance
de sua deteccao. As solugdes de formol convencional (ndo tamponado) apresentam larga faixa
de pH, o que pode explicar danos nas moléculas de DNA, prejudicando sua identificagdo por

PCR (40).

Como se trata de estudo ainda inicial, ndo houve possibilidade de caracterizar adequadamente
o anticorpo ora estudado. Na verdade, o que se usou no presente estudo foi antissoro, com
grande numero e variedade de anticorpos. O isolamento e a caracterizagdo do anticorpo
poderdo trazer mais informagdes sobre as suas propriedades, inclusive a explicacdo para
possivel reacdo cruzada com antigenos de leishmanias. Esta serd uma etapa subsequente deste

estudo.
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7 CONCLUSOES

O anticorpo policlonal (antissoro) anti-7. cruzi utilizado neste estudo mostrou-se adequado
para o fim de aumentar a sensibilidade do diagnostico morfoldgico de reativagao da infeccao
chagasica. Com sensibilidade de 80,8% e especificidade de 96,2%, justifica-se o seu emprego
rotineiro na avaliacdo histopatoldégica de BEM de pacientes chagasicos apos transplante
cardiaco. Como esse procedimento ainda ndo foi testado em grande nimero de amostras para

avaliar sua eficacia na pratica clinica, novos estudos sao necessarios.

Como houve marcag¢do imuno-histoquimica com anti-7. cruzi em um caso de leishmaniose
cutanea, o patologista deve considerar este diagndstico diferencial, fazendo estreita correlagao

com os quadros clinico e laboratorial do paciente.

Apesar de a imuno-histoquimica aumentar a sensibilidade do diagndstico, reafirma-se, neste
estudo, a importancia da avalia¢do histopatoldgica convencional (HE) das BEM de pacientes
chagasicos em busca do parasito; tal exame deve ser realizado de forma diligente, com

avaliacdo cuidadosa de todos os cortes histologicos realizados.

O aumento na deteccdo do parasito constatado neste estudo recomenda a utilizacdo da
imuno-histoquimica com o antissoro anti-7. cruzi aqui testado como método complementar
importante no diagnostico precoce da reativacdo da infeccdo pelo 7. cruzi em pacientes

chagasicos submetidos a transplante do coragao.
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