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Resumo




A doenca de Chagas é considerada a 3% infecdo parasitaria mais comum no mundo, vindo
depois apenas da malaria e da esquistossomose (WHO 2005). Estima-se que 7 a 8 milhdes
de pessoas estdo infectadas, sendo responsavel por 12 mil mortes por ano (WHO, 2014).
Cerca de 20 a 30% das pessoas infectadas manifestam a forma grave da doenca,
desenvolvendo complicac@es cardiacas que podem conduzir a insuficiéncia cardiaca ou
morte subita (Britto et al., 2009). Os fatores que determinam as diferentes manifestacdes
clinicas e os que levam as formas leve ou grave da doenca ainda nao estdo completamente
esclarecidos, assim como é desconhecido o motivo pelo qual alguns pacientes cardiopatas
chagasicos, submetidos ao transplante cardiaco, apresentam reativacdo da doenca e outros
ndo. Estima-se que haja uma contribuicdo relevante atribuida aos aspectos genéticos do
parasito. O transplante de coracdo é uma opcdao terapéutica valida para o paciente portador
de cardiopatia chagasica crénica em seu estagio mais avancado. No entanto, apds o
transplante, o diagnostico diferencial de rejeicdo celular do implante ao da reativacdo da
infecgdo chagésica, tem sido considerado dificil, impossibilitando o tratamento correto.
No presente estudo, avaliamos a possibilidade de utilizacdo de metodologias baseadas em
PCRs direcionados para marcadores nucleares (rDNA 24Sa) e mitocondriais (KDNA) para
diagndstico precoce da presenca de Trypanosoma cruzi no coracao de pacientes chagasicos
transplantados. Além de caracterizarmos as populagdes de T. cruzi de | a VI nas amostras
positivas, utilizando testes sequenciais de PCR, baseado em 3 marcadores: o0 gene COIl, o
espacador intergénico do gene miniéxon e gene rDNA 24So, para avaliarmos se ha
ocorréncia de linhagens de T. cruzi mais associadas a reativacdo. De 2008 a 2014, foram
analisadas 497 bidpsias endomiocardicas, derivadas de 58 pacientes chagasicos cardiacos
submetidos a transplante cardiaco do Hospital das Clinicas da UFMG. O DNA de T. cruzi
foi detectado em 111 amostras e aproximadamente 62% dos pacientes apresentaram
algum resultado positivo para um dos testes de diagndstico molecular realizado. Com a
tipagem dessas 111 amostras positivas para presenca de T. cruzi, verificamos que a maioria
dos pacientes tiveram reativacao por T. cruzi Il, apoiando a ideia de que esta € a principal
linhagem associada a forma cardiaca e a reativacdo da doenga da Chagas, pelo menos nesta
regido geografica. O seguimento clinico dos pacientes, revelou que dos 36 pacientes
positivos para pelo menos um dos testes moleculares, 29 apresentaram reativacao clinica
da doenca de Chagas. Deste modo, existe uma boa intensidade de associacgdo (80,55%)
entre os resultados obtidos por PCR para KDNA e PCR em tempo real para rDNA 24Sa
e a reativacdo clinica da doenca. Alem disso, resultados positivos foram obtidos ja nas

primeiras bidpsias endomiocérdicas realizadas, antecipando 1 a 32 meses a reativacao
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clinica, o que indica que a PCR pode contribuir para o diagndstico precoce de reativacdo da

doenca Chagas, com potencial para auxiliar nas decisfes de tratamento.
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Abstract




Chagas disease is considered the third most common parasitic infection in the world, after
malaria and schistosomiasis (WHO 2005). It is estimated that 7 to 8 million people are
infected causing 12 thousand deaths each year (WHO, 2014). About 20-30% of infected
people manifest the severe form of the disease developing cardiac complications that can
lead to heart failure or sudden death (Britto et al., 2009). The factors determining the
different clinical manifestations and leading to mild or severe forms of the disease are not
yet fully understood. Moreover, it is unknown why some chagasic cardiac patients
underwent to heart transplantation present disease reactivation while others do not.
Significant contribution, however, has been attributed to genetic aspects of the parasite.
Heart transplantation is a valid therapeutic option for patients with chronic Chagas disease
in most advanced stage. However, after transplantation differential diagnosis of host-
versus-graft disease and Chagas reactivation has been considered difficult impeding the
correct treatment. In the present study, we evaluated the possibility of using
methodologies based on PCRs targeted to nuclear (rDNA 24Sa) and mitochondrial
(kDNA) markers for early diagnosis of the presence of Trypanosoma cruzi in heart of
transplanted patients with chagasic cardiomiopathy. In addition, we characterized the
DTUs (T. cruzi I to V1) of the parasites present in positive samples using sequential PCR
tests, based on three polymorphic markers: the COII gene, the intergenic spacer miniexon
and rDNA 24Sa gene to evaluate whether there was any DTU more associated with the
reactivations. From 2008 to 2014, we analyzed 497 endomyocardial biopsies derived
from 58 chagasic cardiac patients who underwent heart transplantation at the Hospital das
Clinicas of UFMG. T. cruzi DNA was detected in 111 samples and 62% of patients have
shown at least one positive result for the molecular diagnosis tests performed. Genotyping
analyes using these 111 positive samples revealed that most of patients were infected by
T. cruzi Il supporting the idea that this is the main strain associated with the cardiac form
and Chagas disease reactivation, at least in this geographical region. Clinical follow-up
of 36 patients, positive for at least one our molecular tests, revealed that 29 of them
presented clinical reactivation of Chagas disease in diferent time after the transplantation.
Thus, there is a good association (80.55%) between the results generated by PCR analyses
of both KDNA and rDNA 24So markers and reactivation of clinical disease. In addition,
positive results were also obtained in the first six performed endomyocardial biopsies
anticipating 1-32 months clinical reactivation, indicating that PCR may contribute to the
early diagnosis of reactivation of Chagas disease with potential to support in treatment

decisions.
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1. Introducao




1.1. Trypanosoma cruzi e a doenc¢a de Chagas

A doenca de Chagas é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Em 1909,
Carlos Chagas descreveu a biologia desse parasito, assim como seus transmissores, seus
reservatorios, sua epidemiologia, além da patologia e as manifestacbes clinicas dessa
doencga (Chagas, 1909).

Mesmo tendo sido descoberta ha mais de 100 anos, ainda representa um Sério
problema de satde plblica. E considerada a terceira infecdo parasitaria mais comum no
mundo, vindo depois apenas da maléria e da esquistossomose (WHO, 2005).

Estima-se que de 7 a 8 milhdes de pessoas estdo infectadas em todo o mundo,
sendo a maioria da América Latina, onde a doenca € endémica. Além disso, cerca de 25
milhGes de pessoas estdo em situacbes de risco (WHO, 2010). Possui uma incidéncia de
28 mil novos casos por ano na regido das Américas, sendo responsavel por cerca de 12
mil mortes a cada ano (WHO, 2014; Rassi et al.,, 2012). Apenas no Brasil,
aproximadamente 3,5 milhdes de pessoas estdo infectadas e ocorrem cerca de 5 mil dbitos
por ano (Dias et al., 2000; Santo, 2009).

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado, classificado na ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Apresenta um ciclo de vida relativamente
complexo, com algumas formas de desenvolvimento em hospedeiros vertebrados e
invertebrados (Rey, 2001). Assim, desenvolve-se em insetos hemat6fagos da familia
Reduviidae e em dezenas de mamiferos silvestres e domésticos, incluindo o homem
(Brener, 1997). Pode se apresentar sob as formas amastigota, epimastigota, tripomastigota
e promastigota. Estas formas sdo definidas em funcdo da posicdo do cinetoplasto em
relacdo ao ndcleo e da presenca ou auséncia de flagelo livre e membrana ondulante
(Hoare, 1964).

As formas de transmissdo desse protozoario podem ser vetorial, transfusional,
transplacentaria e por via oral (Jackson et al., 2010). Nos tltimos anos, a maioria dos
casos no Brasil foi devido a contaminacgéo por via oral. No entanto, em alguns paises da
Ameérica do Sul os maiores numeros de contaminacao ainda sdo devido a transmisséo
congénita e por via vetorial, que ocorre atraves do contato do hospedeiro suscetivel com
as fezes do triatomineo hemat6fago infectado, também conhecido como barbeiro
(Revisado por Andrade et al., 2014).

O ciclo do parasito (Figura 1) inicia-se quando o barbeiro, ao se alimentar do

sangue do hospedeiro vertebrado infectado, ingere formas tripomastigotas sanguineas que
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sdo conduzidas a porc¢éo anterior do estdbmago. Nesse novo ambiente, 0s tripomastigotas
se diferenciam em epimastigotas. Posteriormente, os epimastigotas se multiplicam por
divisdo binaria e movem-se para o intestino posterior, onde iniciam o processo de
diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos que aderem a cuticula que reveste o
epitélio do reto e do saco retal do inseto. A contaminacdo de um hospedeiro vertebrado
ocorre quando o barbeiro infectado, ao picar o mamifero, elimina em suas fezes e urina a
forma de tripomastigotas metaciclicos, que é a forma infectiva. A invasdo do parasito
ocorre quando o hospedeiro se coca, pois isso gera lesdes da pele por onde o parasito pode
penetrar, ou quando 0 parasito entra em contato com a mucosa. Os tripomastigotas
metaciclicos acessam a circulacdo sanguinea, aderindo e invadindo diversas células
nucleadas como, por exemplo, macréfagos, células musculares e epiteliais. No interior
destas, 0 parasito ganha forma arredondada (amastigotas), multiplicando-se por divisdo
binaria. Ocorre proliferacdo intracelular por sucessivas divises binarias e liberacdo de
novas formas tripomastigotas, assim como formas intermediarias e amastigotas, em
menor proporc¢do, que podem infectar novas células que estejam ali presentes (DaRocha,
et al. 2002; Teixeira et al., 2011).

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanesoma cruzi EM

EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

T "’_', .
i b
) e
r R
Diferandacdo para formas

'e" ’7
uipomastigotas metacicdicas Liberagio das formas

ripomastigotas metaclicas
Junto com as fezes ¢ a uring
do tristomineo durante o
l epaste sanguineo

r\/?‘ -g\_’\
Conversio para forma

epimastigota @ multiplicacso
na porgdo meédia do intestino

Formas tripomastigatas
metaciclicas invadem célufas
hospederas no sitio de

inoculagdo .
Tripomastigotas sanguingos
se difundem, atraves das
correntes sanguinea @
linfatica, Infactando outras
téulas ¢ novamente se

transformando em
amastigotas intracelulares

l aj
S Apbs penetrarem nas celulas,
N — 0s tripomastigotas s
: transformam em amastigotas
I ' I “ @ se multiplicam

\ / . Amastigotas intracelulares so
Ingestso de formas & transformam em .
W Triatomineo se alimenta de tripomastigotas e, com o

tripomastigotas sanguineas - g i
pelo vetor sangue do homem e de ampimento das celufas,
outros mamiferos cntram nas correnies
sanguinea e linfatica

Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.

Fonte: Argolo, A. M. Doenca de Chagas e seus principais vetores no Brasil, 2008; (p.19)



1.2. Apresentacao clinica da doenca de Chagas

A analise de aspectos clinicos e laboratoriais de pacientes portadores da doenca
de Chagas permite classificar a infeccdo em fase aguda e fase cronica. A fase aguda pode
ser devida a infeccdo primaéria ou reativacdo de fase cronica. Na fase cronica, a evolugéo
do quadro clinico pode ocorrer de quatro diferentes formas: indeterminada, cardiaca,

digestiva e mista (acometimento das formas cardiaca e digestiva) (Andrade et al.,2011).

1.2.1. Fase aguda

A fase aguda da doenca de Chagas ocorre depois de um curto periodo de
incubacdo, cerca de 7-10 dias, e persiste de 4-8 semanas (Rassi Jr et al.,2010). E
caracterizada pela elevada parasitemia circulante e o quadro clinico manifesta-se por mal-
estar, febre, sudorese, dores musculares, irritacdo, anorexia, edema e as vezes vomitos e
diarreia. Também podem ocorrer taquicardia desproporcional, esplenomegalia,
hepatomegalia, erupgdes cutaneas e em alguns casos sinais de envolvimento do sistema
nervoso central (meningoencefalite aguda) (Laranja al.,1956; Andrade et al.,2011).

Quando decorrente de transmissdo por via vetorial, a infeccdo inicial pode ser
acompanhada por sinais e sintomas locais, decorrentes da invasdo do parasito. O sinal de
porta de entrada é geralmente uma lesdo inflamatéria da pele, denominada chagoma de
inoculacdo. Caso o local de penetracdo seja a regido ocular, pode ocorrer conjuntivite
acompanhada de edema palpebral unilateral e adenopatia satélite preauricular (sinal de
Romafia), considerado por muito tempo como sinal caracteristico da doenca de Chagas
aguda (Prata, 2001).

A grande maioria dos pacientes na fase aguda ndo é diagnosticada devido a
escassez ou auséncia de manifestacBes clinicas. Além disso, os achados laboratoriais
geralmente sdo inespecificos. A contagem de células brancas, comumente, mostra que o
paciente apresenta linfocitose e 0 comprometimento do coracdo é semelhante ao que
ocorre com outros tipos de miocardite (Prata, 2001). Os testes soroldgicos, como exame
direto do sangue e xenodiagndstico, s6 conseguem detectar a presenga de T. cruzi no
periodo de um a dois meses apds a infeccdo, apresentando, entdo, resultados negativos

durante as primeiras semanas.



Admite-se que entre 5 e 10% dos pacientes sintomaticos morram durante essa
fase, devido a miocardite aguda, meningoencefalite e raramente devido & morte subita
(Rassi Jr et al.,2010; Andrade et al.,2011).

1.2.2. Fase crbnica

Na maioria dos individuos infectados, entre 2-4 meses ap6s a fase aguda, as
manifestacdes clinicas desaparecem e 0s parasitas sdo raramente detectados no sangue
periférico (Prata, 2001). Cerca de 60-70% dos pacientes nunca desenvolvem uma forma
clinica aparente da doenca, apresentando, assim, a forma indeterminada da doenca. Essa
forma clinica é caracterizada por individuos que possuem positividade para sorologia e/ou
exames parasitoldgicos para T. cruzi, mas ndo apresentam sintomas, sinais fisicos ou
evidéncias de lesdes organicas ao eletrocardiograma e na radiografia do térax, bem como
nos exames radioldgicos para o peito, esdfago e cdlon (Andrade et al.,2011).

A fase cronica indeterminada pode persistir por 10-30 anos ou por toda a vida do
paciente. Depois desse periodo, aproximadamente de 30-40% dos infectados apresentam
manifestacdes relacionadas com o envolvimento do sistema nervoso e de certos 6rgaos
tais como coragdo, es6fago, célon, caracterizando as outras formas clinicas da doenca.
Nessa fase, se torna dificil a demonstracdo do parasito no sangue circulante mas é possivel
sua detecc¢do nos tecidos (Rassi Jr et al.,2010).

Cerca de 7-10% dos pacientes apresentam manifestacdes digestivas, sendo que o
megaes6fago e o megacolon sdo os principais distdrbios desta forma clinica. Essas
alteracdes sdo devidas, principalmente, a destruicdo das células nervosas do sistema
entérico. Individuos com comprometimento do es6fago apresentam incoordenacdo dos
movimentos peristalticos, que posteriormente sdo seguidos de disfagia, odinofagia,
refluxo, epigastralgia, dispepsia, hipertrofia das pardtidas, discinesia esofagiana e
alteracdes morfoldgicas, como a dilatacdo. O principal sintoma do acometimento do
célon é a constipacdo prolongada. Também apresentam desordem motora do arco
duodenal, alteragdes no tréansito intestinal e meteorismo (acumulo de gases no abdémen)
(Garcia et al., 2003, Rassi Jr et al.,2010).

A existéncia de uma forma nervosa cronica, caracterizada por variados sintomas
neuroldgicos, foi postulada por Chagas em 1911 com base na presenca de encefalite nos
casos agudos. De acordo com Chagas, a forma nervosa cronica era resultado de lesdes

observadas na forma aguda, sendo sequelas da encefalite. Posteriormente, Chagas entéo



sugeriu que, na maioria dos casos, a forma nervosa cronica era uma evolugdo das
alteragBes histopatologicas (Pitella, 2009). Em nenhuma outra doenca infecciosa o
envolvimento do sistema nervoso autbnomo é tdo importante quanto na doenca de
Chagas, 0 que € demonstrado pela presenca de lesdes, denervacao e desordens funcionais.
Sendo que a denervacdo do sistema parassimpatico esta mais bem documentada e é mais
intensa do que no sistema simpético (Prata, 2001). Uma pequena porcentagem de
individuos infectados desenvolve encefalite na fase aguda da doenca de Chagas,
ocorrendo, principalmente, em lactentes e imunodeprimidos, sendo que, nestes ultimos,
0 curso da doenca pode ser fatal, em 10 a 20 dias ap06s o diagnostico (Madalosso et
al.,2004). A situacdo geralmente é grave, com morte praticamente em todos 0s casos,
resultante do proprio comprometimento cerebral ou de miocardite chagésica aguda,
sempre presente (Pitella, 1993).

A forma cardiaca crbnica € a manifestacdo clinica mais significativa da doenca de
Chagas, devido a sua alta frequéncia e gravidade. Desenvolve-se em 20-30% dos
individuos e o quadro clinico nesse estagio depende da expressdo de 3 disturbios que
frequentemente sdo coexistentes: insuficiéncia cardiaca, arritmias e tromboembolismo.
Frequentemente os pacientes apresentam insuficiéncia cardiaca biventricular com
sintomas relacionados ao maior comprometimento do ventriculo direito, como estase
jugular, hepatomegalia, ascite e edema de membros inferiores, associada a arritmias
ventriculares, atriais e disturbios de conducao atrioventricular e intraventricular (Rassi Jr
et al.,2010; Andrade et al.,2011).

O exame clinico desses pacientes revela cardiomegalia significativa. Os
ventriculos apresentam-se dilatados e com aneurismas de ponta, além da elevada
prevaléncia de fibrilacdo atrial em estagios mais avancados. Como ja abordado, acidentes
vasculares encefalicos sdo mais comuns em pacientes com insuficiéncia cardiaca de
etiologia chagéasica do que em outras etiologias, caracterizando essa etiologia como fator
de risco (Punukollu et al., 2007; Andrade et al.,2011). A morte subita € uma complicagédo
ocasional e pode ocorrer até mesmo em pacientes que estavam previamente
assintomaticos. Mas, geralmente esté associada com taquicardia e fibrilagdo ventricular,
ou, mais raramente, com bloqueio atrioventricular total ou disfungdo no no sinusal (Rassi
Jretal.,2010).

1.3. Tratamento



O objetivo do tratamento € a erradicacéo do T. cruzi e dos sintomas da doenca. No
entanto, o tratamento etioldgico da doenca de Chagas é controverso, devido a baixa
eficacia, principalmente na fase cronica tardia, e elevada toxicidade dos agentes
quimioterapicos indicados ao tratamento da doenca (Raether et al.,, 2003). Ha
recomendacdes para o uso dos antitripanossomatideos em todos os casos de doenca
aguda, congénitas e infeccdo reativada, assim como para todas as criangas com infecgédo
e para pacientes com doencas cronicas que tenham até 18 anos, pois ja foi mostrado o uso
benéfico dos medicamentos nessas populacdes. Em contraste, o tratamento &
contraindicado durante a gravidez e em pacientes com insuficiéncia renal ou hepética
grave (Rassi Jr et al.,2010).

As drogas atualmente aceitas para o tratamento da doenca de Chagas séo
nifurtimox e o benznidazol, lancados em 1967 e 1972, respectivamente (Jannin et
al.,2007). No Brasil, somente o benzonidazol é utilizado, e em alguns casos, os efeitos
colaterais requerem suspensdo do tratamento. Os efeitos adversos mais importantes séo:
(i) hipersensibilidade, que pode causar erupgdo cutanea, febre, edema generalizado,
linfadenopatia e dor nas articulacfes e masculos, (ii) depressdo na medula dssea, e (iii)
polineuropatia periférica. Os efeitos secundarios sdo altamente dependentes da dose
(Prata, 2001).

1.3.1. Tratamento na forma crénica cardiaca

Além do controle da infeccdo parasitaria, o tratamento dos pacientes cardiopatas
chagasicos cronicos consiste no tratamento de diferentes manifestagdes clinicas da
doenca, envolvendo a disfuncdo ventricular e a insuficiéncia cardiaca, os fenbmenos
tromboembdlicos e os disturbios de ritmo. Para a insuficiéncia cardiaca sdo utilizados
diuréticos, inibidores de angiotensina e betablogueadores adrenérgicos. No entanto, a
verdadeira eficacia e a tolerabilidade desses farmacos em pacientes cardiopatas
chagésicos cronicos ainda ndo foi cientificamente estabelecida. Seu uso é devido ao
respaldo obtido pelo tratamento de insuficiéncia cardiaca de outras etiologias (Andrade
etal.,2011).

Outros métodos paliativos como aneurismectomia, cardiomioplastia e
ventriculectomia parcial ja foram realizados em alguns pacientes, mas ainda ndo foi
comprovado a eficacia dessas intervengdes na sobrevida do paciente (Bocchi et al.,

2001a). Além disso, pesquisas envolvendo o tratamento através do transplante de células



de medula 6ssea vém sendo realizadas como busca por uma nova estratégia para reparar
ou diminuir os danos causados ao miocérdio destes pacientes (Vilas-Boas et al.,2006).

O transplante cardiaco é reconhecido como a Unica opgdo de tratamento para a
insuficiéncia cardiaca refrataria, mesmo na auséncia de estudos randomizado-
controlados. Quando uma criteriosa selecdo é utilizada para a escolha do doador e do
receptor h& um significante aumento na sobrevida, na capacidade de exercicio, no retorno
ao trabalho e na qualidade de vida (Bacal et al.,2009).

Este procedimento cirdrgico, quando realizado em pacientes cardiopatas
chagasicos cronicos, necessita de seguimento diferenciado, devido ao maior numero de
comorbidades, incluindo neoplasia e reativagdo da infeccdo. No entanto, tém mostrado
beneficios iguais, e até mesmo superiores, comparado as outras cardiopatias (Montera et
al.,2013). Estudos ja relataram taxas de sobrevivéncia para 0s pacientes chagasicos
transplantados de 83% em um ano pds-transplante, 76% a dois anos e 46% em dez anos
(Revisado por Machado et al.,2012). Assim, na Europa Central e na América do Sul, a
presenca da doenca de Chagas no destinatario ndo representa contraindicacdo para o

transplante de érgdos (Prata, 2001).

1.4. Transplante cardiaco

O Brasil tem ocupado cada vez mais destaque no campo dos transplantes,
principalmente na América Latina. Além de ser referéncia no transplante cardiaco na
doenca de Chagas, guiando condutas que sdo incorporadas no mundo todo (Bacal et
al.,2009). A doenca de Chagas é a causa de cerca de 18% dos casos de insuficiéncia
cardiaca refrataria em grandes centros do pais (Bocchi et al., 1996). Além de ser a terceira
principal indicacdo para o transplante cardiaco no Brasil (Bocchi et al., 2001b).

De 1997 a 2014 ocorreram 3289 transplantes de coracdo no pais. Atualmente,
Minas Gerais é 0 segundo maior centro transplantador do pais (ABTO, 2014). O Hospital
das Clinicas da UFMG (HC-UFMG) foi credenciado em 2006 para este tipo de

transplante e é o hospital referéncia em transplantes cardiacos deste estado.

1.4.1. Avaliacéo do receptor

Pacientes com indicacdo para transplante cardiaco, de acordo com a Il Diretriz
Brasileira de Transplante Cardiaco:

v" portadores de insuficiéncia cardiaca avangada;



v
v

com limitacdo importante na atividade fisica; atividades menores que as
cotidianas produzem sintomas. Confortaveis somente em repouso;

com severas limitages. Sintomas presentes mesmo em repouso;

portadores de sintomas graves sem alternativa de tratamento clinico;

com pior prognostico.

Alguns critérios de indicacdes e contraindica¢fes tém mudado nos Gltimos anos,

principalmente com relacéo a idade, teste cardiopulmonar, resisténcia vascular pulmonar

resisténcia

vascular pulmonar, obesidade, cancer, diabetes melito, insuficiéncia renal,

doenca vascular periférica, abuso de drogas e doenca de Chagas (Bacal et al.,2009).

Sendo que

a Ultima deixou de ser uma controvérsia devido aos seus bons resultados e

sobrevida superior as outras etiologias (Bocchi et al., 2001). As contraindicacdes estdo

resumidas na tabela 1.

Tabela 1. Contraindicag6es absolutas e relativas para transplante cardiaco.

Absolutas

Resisténcia vascular pulmonar fixa > 5 Wood, mesmo ap6s provas farmacoldgicas;

Doengas cerebrovascular e/ou vascular periférica graves;

Insuficiéncia hepatica irreversivel, doenga pulmonar grave;

Incompatibilidade ABO na prova cruzada prospectiva entre receptor e doador;

Doenga psiquiatrica grave, dependéncia quimica e ndo aderéncia as recomendacdes da equipe;

Relativas

Idade maior do que 70 anos;

Sindrome de imunodeficiéncia adquirida;

Comorbidades com baixa expectativa de vida;

Obesidade morbida;

Infeccdo sistémica ativa;

Ulcera péptica em atividade;

Embolia pulmonar com menos de trés semanas;

Neoplasia com liberag&o do oncologista;

Diabetes melito de dificil controle;

Painel linfocitario > 10%.

Amloidose/sarcoidose/hemocromatose;

Hepatite B ou C;

Diabetes insulinodependente com lesdes graves de 6rgdos-alvo;

Insuficiéncia renal com clearance abaixo de 30 ml/min/1,73 m2;

Fonte: Bacal et al.,2009



1.4.2. Imunossupressao

A utilizacdo de imunossupressores € um dos fatores responsaveis pelo sucesso dos
transplantes. O esquema triplice incluindo corticosteroide, inibidor de calcineurina e
antiproliferativo sdo os mais utilizados na rotina da maioria dos centros (Taylor et al.,
2008). No HC-UFMG, os pacientes recebem tratamento com ciclosporina A, mofetil
micofenolato e prednisona. Além disso, nenhuma terapia profilatica anti-T. cruzi, pré ou
pos transplante, é administrada aos pacientes chagasicos.

O fator preocupante do uso dos imunossupressores, a longo prazo, por pacientes
chagasicos cardiacos transplantados é o risco da reativacdo da infec¢do. Sendo que, no
tratamento da reativacao chagasica, as doses de imunossupressores devem ser lentamente

reduzidas e a possibilidade de rejeicdo monitorada (Bestetti et al., 2009).

1.4.3. Acompanhamento ambulatorial pés-transplante cardiaco

Apds o transplante cardiaco, é necessario a monitoracdo dos pacientes em
decorréncia das potenciais comorbidades do transplante, que sdo: rejeicdo, infeccéo,
doenca coronariana, neoplasia e das complicacfes relacionadas a imunossupressao.
Assim, os pacientes devem ser avaliados conforme critério médico, visitas ambulatoriais,
ecocardiograma, eletrocardiograma, radiografia de térax, dosagem de inibidor de
calcineurina, dosagem de eletrélitos, enzimas hepaticas e hemograma. Realiza-se também
a monitoracdo da sorologia para toxoplasmose, citomegalovirus, sorologia para Epstein-
barr, clearance de creatinina, ultrassonografia de abdémen, holter, ecocardiograma com
dobutamina, cateterismo cardiaco e bidpsia endomiocardica (Bacal et al.,2009). No caso
dos pacientes chagasicos, também é recomendado a realizacao de exame direto do sangue,
xenodiagndstico e hemocultura. A periodicidade das avaliacbes ambulatoriais e bidpsias
endomiocérdicas estdo relacionadas na tabela 2, de acordo com o protocolo seguido pelo
HC -UFMG.
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Tabela 2. Protocolo da periodicidade das revisdes ambulatoriais e biopsias

Periodo Revisdo Ambulatorial Bidpsias
0-4 semanas Semanal com revisdo completa*. Semanal
4-12 semanas Semanal com laboratorio Quinzenal

Quinzenal com reviséo completa*.

3-6 meses Quinzenal/Mensal com revisdo completa. Mensal
6-12 meses Mensal com revisdo completa*. Trimestral.
> 12 meses Trimestral com revisdo completa*. Anual.

*Revisdo completa: ECG, ecocardiograma, hemograma, leucograma, eletrélitos, niveis séricos

de imunossupressor.
Fonte: Modificado de Bacal et al.,2009

1.5. Métodos de diagnostico

O diagnostico clinico-laboratorial da doenca de Chagas pode ser realizado por
meio da busca do parasito ou de anticorpos dirigidos contra 0 mesmo, sendo orientado
em funcdo da fase clinica da infeccdo. Na fase aguda da doenca, observa-se alta
parasitemia, sendo que os parasitos podem ser encontrados em quase todos os Orgaos e
em Vvarios tipos celulares. Também é observado a presenca de anticorpos inespecificos e
o inicio de formacdo de alguns anticorpos especificos nessa fase (Lana et al.,1998).
Assim, recomenda-se a pesquisa direta de tripomastigotas sanguineos e a busca pela
deteccdo da presenca do parasito em tecidos, além do emprego de métodos
parasitologicos indiretos, como xenodiagndstico, hemocultura e PCR (Avila et al., 1993;
Gomes et al., 2009). Vale ressaltar que nos pacientes chagasicos imunossuprimidos,
qguando ha reativacdo da infec¢do, o parasitismo tecidual geralmente torna-se acentuado,
semelhante ao visto nessa fase da enfermidade.

A fase cronica, caracteriza-se por baixo nivel de parasitemia e alto nivel de
anticorpos (Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda, 2003). Nessa fase, embora tenha
crescido a indica¢do dos metodos de diagnostico baseados em PCR, os testes soroldgicos
ainda sdo predominantemente indicados. Esses, baseiam-se na deteccdo de
imunoglobulinas especificas contra o parasito, tais como o0s testes de fixagdo de
complemento, hemaglutinacéo e imunofluorescéncia (Almeida et al., 2012). O Ministério
da Salde preconiza a realizagdo de dois testes soroldgicos de principios metodoldgicos

ou preparagdes antigénicas diferentes para estabelecimento do diagnostico (MS, 2013).
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1.5.1. Principais metodos parasitologicos:

1.5.1.1. Métodos parasitologicos diretos:

a) Histopatologia: A deteccdo das formas amastigotas do T. cruzi em preparados
histolégicos permanentes (l&minas) ainda € uma das técnicas mais utilizadas no
diagnéstico anatomopatoldgico da infecgdo chagésica. Os cortes histoldgicos sdo obtidos
a partir de fragmentos de 6rgédos devidamente processados. A pesquisa dos parasitos pode
ser feita em ldminas coradas pela hematoxilina-eosina (HE) ou por outras técnicas que
permitem melhor observagéo da morfologia do parasito, como por exemplo, as derivadas
do Romanovsky como Giemsa e Leishman. A imunohistoquimica, que é um conjunto de
procedimentos em que se utiliza anticorpos como reagentes especificos para a deteccao
de antigenos presentes em células ou tecidos, trouxe valiosa contribui¢do para este tipo
de diagndstico (Duarte et al., 1999).

b) Exame de sangue a fresco: Uma gota de sangue € coletada e examinada em um
microscopio Optico com aumento de 400X, sendo necessario examinar 200 campos
microscopicos, no minimo, para concluir pela negatividade (Gomes, 1996).

c) Esfregago sanguineo: Consiste na realizagdo de um estirago de uma gota de sangue
corada através de corantes de Romanovsky. Oferece poucas vantagens, devido a sua baixa
sensibilidade. E indicado para o estudo morfoldgico dos tripanossomas encontrados ao
exame de sangue fresco e/ou gota espessa para identificacdo da espécie (Rassi, 1992).

d) Gota espessa: Duas ou trés gotas de sangue sdo depositadas em uma area de 1cm? da
lamina, as hemacias séo lisadas e a lamina é corada pelo método de Giemsa. A observacao
é realizada como auxilio da objetiva de imersdo, procurando os parasitos por todos 0s
campos da lamina. Apresenta maior sensibilidade quando comparado ao exame a fresco
e esfregaco sanguineo (Luquetti & Rassi, 2000).

e) Método de Strout: O método é realizado através da coleta de 5 a 10mL de sangue.
Apos a retracdo do coagulo o soro coletado é centrifugado. Em seguida, o sobrenadante
também é centrifugado em alta rotagdo. Uma gota desse sedimento é analisada no
microscopio para a observacdo de tripomastigotas. Dentre os métodos de concentracao
do parasito, o de Strout é o que apresenta os melhores resultados (Luquetti & Rassi, 2000).

1.5.1.2. Métodos parasitologicos indiretos:
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a) Xenodiagnostico: Este método consiste em investigar a presenca de parasitas nas fezes
e/ou conteldo intestinal dos insetos vetores. Estes insetos s&o mantidos em laboratorios
e sdo alimentados com sangue dos individuos que serdo diagnosticados. O exame fecal
ou do conteudo intestinal € feito apds 30-60 dias para pacientes em fase crénica e 10-30
dias para pacientes em fase aguda (Britto et al., 2001). A sensibilidade do método é cerca
de 50% na fase cronica e de 85-100% na fase aguda (Ferreira & Avila, 2001).

b) Hemocultura: Esta técnica foi aprimorada por Chiari e colaboradores em 1989. Foi
recomendado a coleta de 30 mL de sangue na presenca de heparina. A amostra deve ser
centrifugada e o sedimento lavado em meio LIT (Liver Infusion Tryptose), através de
nova centrifugagéo. Os tubos sdo incubados a 28°C, o que favorece a involugao de formas
tripomastigotas em epimastigotas. Apés 15, 30, 45 e 50 dias as amostras sdo analisas por
microscopia. Neste protocolo a sensibilidade pode chegar a 55,08% (Minter-Goedbloed
etal., 1978, Luz et al., 1994).

1.5.2. Principais métodos sorol6gicos:

Os exames soroldgicos sdo de alta importancia na fase cronica da doenca de
Chagas. Deve ser realizado um teste de elevada sensibilidade (ELISA com antigeno total
ou imunofluorescéncia indireta) em conjunto com outro de alta especificidade. Visto que,
embora os testes imunoldgicos exibam alta sensibilidade, ¢ comum a observacdo de
problemas de especificidade devido as reagcdes cruzadas com antigenos de outros
parasitas, principalmente com os do género Leishmania e com T. rangeli (Almeida et al.,
2012).

a) Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA): E um teste imunoenzimatico que se
baseia na interagdo antigeno-anticorpo revelada por um cromégeno ativado pela reacdo
especifica entre enzima e substrato. Este método oferece alta sensibilidade, utilizacéo de
baixas quantidades de soro e é possivel processamento simultaneo de varias amostras. No
entanto, um dos principais problemas neste teste é a presenca de reacdes falso-positivas,
em que o valor da densidade dptica lida no espectrofotdometro fica muito préximo a linha
de corte entre a amostra positiva e negativa (Gadelha et al., 2003).

b) Imunofluorescéncia indireta (IFI): Este teste é baseado na interacdo das formas
epimastigotas de T. cruzi com anticorpos especificos anti-T. cruzi. Formas epimastigotas
do parasito s@o fixadas numa lamina de vidro. Em seguida, é adicionada a amostra do

soro do paciente sobre a lamina. A amostra pode conter ou ndo anticorpos especificos. Os
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anticorpos anti-T. cruzi sdo revelados com o uso de anticorpos anti-imunoglobulina (Ig)
humana conjugados a fluoresceina, e observados ao microscopio de fluorescéncia. As
vantagens deste método sdo: facilidade para se obter reagGes padronizadas, alta
sensibilidade, regularidade dos resultados e a possibilidade de processamento de um
grande numero de amostras. Todavia, sua principal desvantagem € que a leitura €
subjetiva nos casos de baixos niveis de anticorpos, havendo um pequeno percentual de
reacOes cruzadas (Ferreira & Avila, 2001).

¢) Hemaglutinacéo Indireta (HI): Baseia-se na aglutinacdo de hemacias de mamiferos ou
aves previamente sensibilizadas com antigenos T. cruzi em presenca de soro que contenha
anticorpos especificos para este parasita. Na presenca de anticorpos anti-antigenos de
T.cruzi, os mesmos formam ligacGes entre as hemacias, interagindo com o0s antigenos na
sua superficie. Visualmente pode se observar um manto nas placas de microtitulacdo. As
vantagens deste método sdo a sua facilidade de execucdo, rapidez de leitura, além de ndo
necessitar de equipamentos adicionais. As desvantagens da técnica sdo a baixa
sensibilidade quando comparado ao ELISA e ao IFI, e a utilizagdo do 2-mercaptol-etanol,
devido a sua toxicidade. Este reagente é utilizado para eliminar anticorpos inespecificos

de classe IgM que podem induzir resultados falso-positivos (Almeida et al., 2012).

1.5.3. Diagnéstico molecular:

Testes parasitologicos que visam a deteccdo direta dos parasitas no sangue, como
0 xenodiagnostico e hemocultura sdo altamente especificos, mas tém mostrado baixa
sensibilidade. Ao contrario, os testes soroldgicos se mostram muito sensiveis, mas sua
especificidade é insatisfatdria. Assim, ensaios moleculares, tais como a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), tém se mostrado como uma boa ferramenta alternativa para a
deteccdo de T. cruzi (Marcon et al., 2002). O genoma de T. cruzi é caracterizada pela
abundancia de sequéncias repetidas de DNA, que podem ser amplificadas por PCR e
utilizadas como alvo para a deteccdo e identificacdo do parasito (Carriazo et al., 1998).
Assim, PCRs baseados em diferentes abordagens, que visam ampliar o DNA do
cinetoplasto (kDNA), o DNA nuclear ou DNA satélite tém sido utilizados com éxito para
diagnosticar a infecgdo por T. cruzi (WHO, 2002). Além disso, esta técnica tem mostrado
alta sensibilidade (Luquetti & Rassi, 2000).

Diversos trabalhos demonstraram que a amplificacdo da regido varidvel do

minicirculo do KDNA ¢é especifica para T. cruzi (Avila et al., 1990; Sturm et al., 1989).
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Um estudo realizado por Schijman e colaboradores (2011) para avaliar o desempenho de
varios métodos de extracdo, marcadores e protocolos de amplificagdo para detectar T.
cruzi, em amostras de sangue de pacientes chagasicos, mostrou que o protocolo da PCR
kKDNA foi um dos métodos considerados com melhor desempenho, apresentando
sensibilidade de 75%, especificidade 100% e acuracia 87,5%. No entanto, a
especificidade deste protocolo ja foi contestada por outros pesquisadores, que relataram
que os ensaios que tem como alvo esta regido podem amplificar DNA ndo T. cruzi (Castro
et al., 2002; Virreira et al., 2003). Assim, alguns ensaios que amplificam outros genes ja
foram relatados apresentando melhor especificidade, mas, geralmente, apresentam menor
sensibilidade (Diez et al., 2007; Freitas et al., 2005; Herwaldt et al., 2000; Virreira et al.,
2003).

Dessa forma, visando aumentar a sensibilidade diagnostica sem perder
especificidade, recentes estudos tém procurado realizar a associacdo de duas PCRs para
o diagndstico de T. cruzi. Benvenuti e colaboradores (2011) utilizaram como alvos o DNA
nuclear (nDNA) e o DNA do cinetoplasto (kKDNA) para a detec¢do de T. cruzi em bidpsias
endomiocardicas derivadas de pacientes chagasicos transplantados. Foi verificado no
grupo controle, que das 18 bidpsias endomiocardicas, derivadas de 6 pacientes que ndo
haviam apresentado manifestacdo clinica de reativacdo um ano ap6s o transplante, 3
bidpsias apresentaram resultado positivo para 0 KDNA enguanto nenhuma foi positiva
para o nDNA. Concluiram, entdo, que a amplificacdo do KDNA em amostras de bidpsias
endomiocéardicas ndo era especifica para o diagnostico da reativacdo da doenca de
Chagas.

Devido a essas controvérsias, estudos vém sendo realizados a fim de encontrar
melhores marcadores e protocolos de amplificacdo para a realizacdo do diagnéstico
molecular. Atualmente, os testes moleculares ainda ndo foram disponibilizados
comercialmente e sdo utilizados apenas no ambiente de pesquisa, necessitando de
estrutura apropriada e realizacéo por pessoal treinado. Assim, é necessario a padronizacéo
da técnica, com o intuito de estabelecer um protocolo padrdo que possa ser exercido por

todos 0s grupos gque desejam realizar esse teste na sua rotina clinica.

1.6. Reativacdo da doenca de Chagas

A reativagdo da infeccdo pelo T. cruzi afeta pacientes imunocomprometidos

devido neoplasia ou infeccdo pelo HIV. Além dos pacientes cardiopatas chagasicos
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transplantados submetidos ao tratamento imunossupressor (Bestetti et al., 2009). Sabe-
se que o transplante cardiaco é uma opcao terapéutica valida para a insuficiéncia cardiaca,
de etiologia chagasica, em fase terminal (Bocchi et al., 2001b). No entanto, a persisténcia
parasitaria em alguns 6rgdos do receptor, associada com a imunossupressao, pode levar a
reativacdo dessa doenca (Benvenuti et al., 2005). A incidéncia de reativacao clinica varia
entre 27% a 90% e o numero médio de episddios de reativacdo da doenca por paciente é
cerca de 2,5 (Revisado por Machado et al.,2012), podendo manifestar-se por paniculite
e/ou miocardite e, mais raramente, por complicacdes cerebrais (Fiorelli et al., 2005).

A monitoracdo da infeccdo por T. cruzi deve ser realizada atraves de pesquisa
rotineira na bidpsia endomiocéardica de receptores com doenga de Chagas. A distin¢do
entre rejeicdo celular e miocardite chagéasica é crucial porque os tratamentos aplicados
sdo diferentes. No entanto, essa discriminacdo geralmente é dificil, pois, nesta ultima
condicdo, o parasito pode ndo estar representado na biopsia, mesmo utilizando-se
imunohistoquimica. Assim, recentemente, a técnica de PCR tem sido proposta como
ferramenta para identificar a presenca do parasito. Além disso, na suspeita de reativacao,
devem-se buscar a deteccdo do parasito em tecidos, como também utilizacdo de
esfregaco, xenodiagndstico ou hemocultura (Bacal et al.,2009).

Quando os pacientes sdo rapidamente tratados, a mortalidade diretamente
relacionada a reativacdo chagasica pés-transplante é reduzida, com adequada sobrevida
em longo prazo. Quando possivel, a reducdo da imunodepressao deve ser preconizada
diante do diagndstico ou da suspeita de reativacdo. A profilaxia especifica com utilizacdo
de medicagOes com agdo anti-T.cruzi, tem sido sido motivo de debate. A maior parte dos
centros nao utiliza profilaticamente, dentro do principio de que esses pacientes ja se
encontram bastante debilitados e ndo ha evidéncias cientificas da eficacia do tratamento

para esses pacientes (Bacal et al.,2009).
1.7. Diversidade intraespecifica do Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas possui um curso clinico variavel, sendo que alguns
individuos infectados desenvolvem cardiopatia, enquanto outros apresentam
megaesdfago e/ou megacdlon e alguns permanecem assintomaticos durante toda a vida.
Assim como alguns pacientes submetidos ao transplante cardiaco e tratamento com
imunossupressor, apresentam reativacdo da doenca e outros ndo. Os fatores que

influenciam essa variabilidade clinica ainda ndo foram elucidados, mas ¢é provavel que a
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variacdo genética, tanto do hospedeiro quanto do parasito seja importante (Macedo &
Pena, 1998).

O T. cruzi exibe alto grau de polimorfismo intraespecifico. Inicialmente essa
variabilidade foi demonstrada através de caracterizacbes morfobiologicas. Diversos
autores encontraram caracteristicas variaveis das populacdes de T. cruzi em relagcdo a
morfologia dos tripomastigotas sanguineos, ao tropismo tecidual, as varia¢cbes na
viruléncia e patogenicidade, diferentes taxas de crescimento e mortalidade e a
suscetibilidade aos quimioterapicos (Brener,1963; Andrade, 1974; Melo & Brener, 1978;
Brener, 1980; Andrade et al., 1985; Filardi & Brener, 1987; Andrade et al., 2010).

Também, do ponto de vista molecular, o T. cruzi possui grande diversidade
genética. As primeiras pesquisas nesta area foram baseadas na analise de variantes
eletroforéticas de isoenzimas (MLEE). Esta técnica envolve a eletroforese de extratos do
parasito em gel de amido ou placas de acetato celulose e possui colora¢des bioquimicas
com substratos colorimétricos ou fluorescentes para as diferentes enzimas. Assim,
baseando- se no polimorfismo observado nos perfis eletroforéticos de seis enzimas, Miles
e colaboradores (1977; 1978) propuseram a existéncia de 3 grupos principais
denominados zimodemas, Z1, Z2 e Z3. Em que Z1 e Z3 estdo relacionados ao ciclo de
transmissdo silvestre e Z2 como o ciclo doméstico (Miles et al., 1978).

Novas técnicas foram desenvolvidas com o avango tecnoldgico da biologia
molecular, permitindo o estudo da diversidade de T. cruzi em nivel de DNA. A partir da
avaliacdo de padrdes eletroforéticos de bandas representativas de fragmentos do DNA do
cinetoplasto (kDNA), apds digestdo com enzimas de restricdo, foi possivel determinar
agrupamentos denominados de esquizodemas (Morel et al., 1980). A associagdo desta
técnica com a PCR ficou conhecida como PCR- RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphisms) do kDNA. O gene do miniéxon € constituido por trés regides, uma
altamente conservada, correspondente ao éxon, outra com 98% de identidade,
correspondente aos introns, e uma regido intergénica muito divergente. A amplificagédo
dessa regido intergénica do miniéxon em diferentes cepas de T. cruzi demostrou um
dimorfismo com produtos amplificados de 300pb e 350pb (Murthy et al, 1992; Santos et
al., 1996).

Posteriormente, analises comparativas de sequéncias do gene codificador do RNA
ribossomal (rRNA) 24Sa de T.cruzi mostraram dimorfismo semelhante ao proposto com
0 gene de miniéxon (Souto & Zingales, 1993). O polimorfismo em uma regido de 100 pb

na extremidade 3’ deste gene mostrou ser um importante marcador genético de
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populacdes de T. cruzi. Pois, utilizando iniciadores desenhados para esta regido, dois
grupos foram definidos de acordo com o produto de amplificagdo. Um grupo apresentou
fragmento de 125 pb enquanto o outro apresentou fragmento de 110 pb (Souto &
Zingales, 1993). Mais tarde varia¢des do tamanho destes fragmentos foram identificados.

Outra tecnica baseada em PCR também foi desenvolvida: a analise de
polimorfismos do DNA amplificado aleatoriamente (RAPD —Random Amplified
Polymorphic DNA). Baseia-se na amplificagdo do DNA genémico com iniciador unico,
geralmente curto, de sequéncia arbitraria, sob baixas condic¢des de restringéncia, gerando
perfis complexos de bandas (Welsh & McClelland, 1990; Williams et al., 1990). Foi
verificado a existéncia de correlagéo entre o perfil de RAPD e o de isoenzimas (MLEE)
(Revollo et al., 1998).

Além disso, com a finalidade de detectar maltiplas mutacdes em fragmentos de
DNA foi desenvolvida a PCR de baixa estringéncia, utilizando um dnico iniciador, o
LSSP-PCR- Low Stringency Single Specific Primer Polymerase Chain Reaction (Pena et
al., 1994). Inicialmente, amplifica-se 0 segmento génico que se deseja avaliar o
polimorfismo. Em seguida, apos a amplificacdo e purificacéo, este fragmento € submetido
a nova PCR usando um dos iniciadores que o gerou, em condic@es de baixa estringéncia.

Os produtos dessa segunda amplificacdo geram um perfil de bandas tipico para este
fragmento, também denominado assinatura génica. Este perfil é tdo complexo e

individual que modifica¢cbes em um Unico par de bases pode ser detectado. Esta técnica
tem sido aplicada com sucesso para o fragmento de 330 pb de T. cruzi, correspondente a
regido variavel do minicirculo de kDNA (Macedo & Pena, 1998).

Assim, ao longo dos anos, varias abordagens tém sido utilizadas para caracterizar
a estrutura da populacdo de T. cruzi, definindo diversos subgrupos. Esses subgrupos
receberam designagdes diferentes, incluindo zimodemas (Miles et al. 1977, 1978, 1981),
esquizodemas (Morel et al., 1980), biodemas (Andrade 1974) clonets (Tibayrenc & Ayala
1991), linhagens (Souto et al.,, 1996), clados (Kawashita et al., 2001) e, mais
recentemente, discrete typing or taxonomic units (DTUs) (Tibayrenc 1998) e hapldtipos
(Freitas et al., 2006, Herrera et al., 2007).

Em 2009, durante o simpdsio comemorativo do centenario da descoberta da
doenca de Chagas, foi oficializada a subdivisdo da espécie T. cruzi em seis linhagens

principais ou unidades discretas de tipagem (DTUs), de Tcl a TcVI (Tabela 3). Estes
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DTUs apresentam distribuicdo diferencial em vetores, hospedeiros definitivos e ciclos de

transmissdo (Zingales et al., 2012).

Tabela 3. Nomenclatura para as subdivisées de Trypanosoma cruzi

DTU Abreviagao Equivaléncia ao antigo esquema de classificacédo
T. cruzi | Tcl T.cruzi1**eDTU I ¢
T. cruzi Il Tcll T.cruzill2eDTU Il b°®
T. cruzi 111 Tclll Z3/Z1 ASAT ¢, Z3-A%, DTU llcce T.cruzi lll f
T. cruzi IV Tclv Z39,Z3-B*eDTU Il a°®
T.cruzi V Tev Z2 Boliviano ¢ rDNA %2 9, clonet 39 "e DTU I d ©
T. cruzi VI TeVi Z2 Paraguaio', Zimodema B! e DTU lle ¢

Legenda: DTU: discrete typing units;  Anonymous 1999; °: Falla et al., 2009; ©: Brisse et al.,
2000; % Miles et al., 1981; & Mendonca et al., 2002; ":Freitas et al., 2006; % Souto et al., 1996; ":
Tibayrenc & Ayala 1991; ' Chapman et al., 1984; J: Carneiro et al., 1990.

Fonte: Adaptado de Zingales et al., 20009.

1.8. Genotipagem dos seis DTUs de Trypanosoma cruzi

Véarios métodos tém sido relatados para a caracterizacdo e genotipagem de
populacdes de T. cruzi incluindo a amplificacdo por PCR da regido intergénica do
miniéxon, rDNA 24Sa e rDNA 18S (Souto et al., 1996; Brisse et al., 2001). No entanto,
essas técnicas sdo consideradas limitadas, pois alguns resultados baseiam-se na auséncia
de bandas ao invés da presenca (Zingales et al., 2012). Além disso, as técnicas baseadas
na analise do polimorfimo genético utilizando multilocus PCR-RFLP também tém sido
utilizadas. Entretanto, por necessitar da combinacédo de varios ensaios, é considerada uma
técnica complexa, o que limita sua utilizacdo (Rozas et al., 2007; Lewis et al., 2009).

Em 2009, Lewis e colaboradores proporam uma estratégia de tipagem sequencial,
utilizando trés marcadores, capaz de discriminar os seis DTUs. Consiste na amplificacdo
por PCR do rDNA 24Sa, seguida de PCR-RFLP da proteina de choque térmico 60
(HSP60) e da glicose-6-fosfato isomerase (GPI). No mesmo ano, D'Avila e colaboradores
também descreveram um ensaio baseado em trés passos. Primeiramente, ocorre a PCR-
RFLP do gene COIl seguido por digestdo com Alul, o que permite a discriminagdo de Tcl
e Tcll das outras linhagens. Em seguida, é realizado a PCR da regido intergénica do

miniéxon, que permite a separacdo das cepas, que ainda ndo foram classificadas, em dois
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grupos: o grupo formado por Tclll e TclV e outro grupo por TcV e TcVI. Finalmente, €
realizado uma PCR do gene rDNA 24Sa, permitindo a completa discriminagédo do DTU
(Figura 2).

PCR-RFLP Mitocdndria A Mitoctndria C Mitocdndria B
COll-Aful (30 +81 +264ph) | (81 + 82 + 212ph) (81 +284ph)
Produto PCR 200p ~1500b
ITS-mini-exon
Produto PCR
110pb ~11 110 + 128ph 126pb
rDNA 24Sa P e it F

T. cruzil T. cruzill T. cruzilll T. cruzilV T. cruziv T. cruziVl

Figura 2: Esquema do ensaio triplo utilizado para discriminacéo das seis linhagens principais de

Trypanosoma cruzi. Fonte: (Macedo & Segatto, 2010).

Outros esquemas de tipagem baseados em técnicas moleculares diferentes estdo
sendo propostos para caracterizar as principais linhagens de T.cruzi. Ainda ndo foi
estabelecido uma padronizacao sobre quantos e quais marcadores devem ser utilizados

para se ter uma classificacdo homogénea das estirpes analisadas.

1.9. Epidemiologia e implicagdes clinicas das linhagens de Trypanosoma cruzi.

Como ja abordado, a doenca de Chagas apresenta diferentes manifestacdes
clinicas. A prevaléncia do tipo de manifestacdo apresentada e a suscetibilidade ao
tratamento variam geograficamente. Ainda ndo se sabe se isto é resultado da variabilidade
genética do parasito, da imunogenética do hospedeiro humano, de fatores ambientais ou
da acdo combinada destes elementos (revisado por Zingales, 2011). Apos a revisao da
nomenclatura das DTUs de T.cruzi, diferentes grupos tém buscado levantar os apectos
epidemioldgicos dessas linhagens.

Tcl tem sido amplamente encontrado em ciclos silvestres. No entanto, também é

um dos principais agentes da infeccdo humana na parte norte da América Latina e na
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regido amazonica (Miles et al., 2009). Pacientes infectados com Tcl apresentam,
geralmente, as formas indeterminadas e cardiacas da doenca de Chagas. A reativacao
chagésica em individuos imunossuprimidos devido ao tratamento recebido pds-
transplante cardiaco ou por causa da infeccdo pelo virus HIV, parece estar associada a
essa linhagem. Além disso, nestes casos, esta estirpe frequentemente esta associada com
complicagdes do sistema nervoso central e meningoencefalite (Anez et al., 2004; Burgos
et al., 2008).

Analisando outras regides da América do Sul, é possivel notar que predomina a
estirpe de TcV na Bolivia, no Chile e no Paraguai. Na Argentina ja foram identificados
TcV e TcVI, e no Brasil, exceto na regido amazonica, € mais frequente a linhagem de
Tcll (Figura 3).

Ciclo doméstico

Figura 3: Distribuicdo epidemioldgica das DTUs de T. cruzi nos ciclos domeéstico e silvestre.
Fonte: Modificado de Zingales, 2012.

Embora todos DTUs possam causar doencas no homem, Tcll, TcV e TcVI estéo
associados, principalmente, aos ciclos de transmissdo domésticos na regido do Cone Sul
da América do Sul e a forma mais grave da doenca, enquanto que Tclll e TclV sdo
encontrados predominantemente em ciclos silvestres (Miles et al., 2009; Yeo et al.,
2005). Ademais, estudos epidemioldgicos demonstram que a linhagem Tcl ndo favorece
a forma digestiva e aparentemente as DTUs Il e V seriam as mais patogénicas,

promovendo manifestacOes cardiacas e digestivas. Um resumo com as principais
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caracteristicas do ciclo de transmissdo, distribuicdo geografica e aspectos clinicos

relacionados com cada DTU esté apresentado na tabela 4.

Tabela 4. Resumo do ciclo de transmissao, distribuicao geografica e aspectos clinicos

associados as linhagens de Trypanosoma cruzi.

Linhagem Ciclo de transmissdo  Distribuicéo geogréafica Aspectos clinicos
- Associada as formas mais leves da
doenca de Chagas cronica no Brasil;
- Possivelmente associada a doencga de
Tcl Predominante no ciclo Regido Amazonica Chagas grave na Argentina, Colémbia e
silvestre Venezuela:
- Associada a transmissdo oral e casos
agudos severos no Brasil;
-Possivelmente associada a
neuroencefalite em pacientes
imunocomprometidos.
- Causa principal de doenca de Chagas
Predominante no ciclo Principal agente na grave aguda e cronica no Cone Sul;
doméstico regido Cone Sul da - Megaesodfago e megacdlon no Brasil
Ameérica do Sul
Predominante no ciclo Norte da Américado - Raramente causa infecgdo humana
Tclll silvestre Sul
- Linhagem mal compreendida;
- Poucas cepas foram isoladas de casos
TclV Predominante no ciclo  Sul dos Estados Unidos  humanos;
silvestre anorte da Americado - Possivelmente associada a transmisséo
Sul oral e casos agudos graves no Brasil;
- Casos graves de doenca de Chagas
Bolivia, Chile, aguda e cronica;
TcV Predominante no ciclo Argentina e sul do - Megaesdfago e megacolon na Bolivia;
domeéstico Brasil - Associada a transmissdo congénita na
Bolivia, Argentina e regido sul do Brasil
TcVI Predominante no ciclo Bolivia, Paraguai e sul - Casos graves de doenca de Chagas

doméstico

do Brasil

aguda e cronica.

Fonte: Modificado de Macedo & Segatto, 2010
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2. Justificativa




O transplante de coracdo € uma opcao terapéutica valida para o paciente portador de
cardiopatia chagéasica cronica e as taxas de sobrevida tém sido consideradas aceitaveis
(Bocchi et al., 2001a). Todavia, 0 tratamento imunossupressor pds-transplante leva ao
comprometimento das defesas imunologicas do organismo, podendo aumentar a
probabilidade de infec¢des, incluindo a reativacdo da doenca de Chagas (Couto et al.,
2001; Schijman, et al., 2000).

O inicio do tratamento para a reativacao da infec¢do tem sido utilizado apenas ap6s
as primeiras evidéncias clinicas ou histopatoldgicas. No entanto, o diagndstico diferencial
de rejeicdo celular do implante e o da reativacdo da infeccdo chagéasica, tem sido
considerado dificil. Visto que, o infiltrado inflamatdrio que pode ser encontrado na
bidpsia endomiocardica devido a reagudizacdo da doenca de Chagas é semelhante ao
observado na rejeicao celular do implante (Andrade et al., 2011) e as formas intracelulares
do parasito raramente sdo encontradas no exame direto da bidpsia endomiocardica de
pacientes chagasicos crénicos (Benvenuti et al., 2005). Além do mais, os métodos
parasitolégicos convencionais sdo de baixa sensibilidade devido a parasitemia subpatente
na fase crénica (Meira et al., 2002; Marcon, et al., 2002).

Dessa forma, visto que a obtencdo de um diagndstico molecular diferencial é
necessaria para se avaliar a existéncia ou ndo de reativacdo, temos como hipétese desse
trabalho que a utilizacdo de uma técnica mais sensivel como a PCR poderia trazer
importantes contribuicdes para o diagnostico.

Além disso, os fatores que determinam as diferentes manifestacdes clinicas e 0s
que levam as formas leve ou grave da doenca ainda ndo estdo completamente
esclarecidos. Assim, como também é desconhecido o motivo pelo qual alguns pacientes
chagasicos cardiopatas submetidos ao transplante cardiaco apresentam reativacdo da
doenca e outros ndo. Assim, investigar se ha padrdes genéticos recorrentes entre 0s
parasitos associados a processos de reativacdo da doenca, poderia permitir o
estabelecimento de prognostico e identificacdo precoce de pacientes sob risco de

reativacdo da doenga.
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3. Objetivos




3.1. Objetivo geral

v Avaliar a possibilidade de utilizacdo de ferramentas moleculares para a deteccao

e genotipagem do Trypanosoma cruzi em amostras biologicas.

3.2. Objetivos especificos

v Avaliar se a técnica de PCR é adequada para ser utilizada como ferramenta de
diagndstico da presenca do T.cruzi em biopsias endomiocardicas, oriundas de
pacientes cardiopatas chagasicos submetidos a transplantes cardiacos.

v Avaliar, através de estudos retrospectivos, a possibilidade de se utilizar o
diagnostico molecular para a identificacdo precoce de reativacdo da infeccdo
chagasica.

v Observar, através da genotipagem das amostras positivas, se ha ocorréncia de

linhagens de T. cruzi mais associadas a reativacdo da doenca de Chagas.
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4. Material e Métodos




4.1. Pacientes e amostras

Foram realizados estudos retrospectivos e/ou estudos prospectivos com 497
bidpsias endomiocardicas derivadas do monitoramento de 58 pacientes portadores de
cardiopatia chagésica cronica, que foram submetidos a transplante cardiaco no Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC- UFMG), no periodo entre
2008 e 2014. Os pacientes participantes deste estudo assinaram termo de consentimento
livre esclarecido. Os objetivos e procedimentos constantes deste projeto foram
submetidos e aprovados pelo CONEP (1570/2002) e COEP/UFMG (0564/2011).

A biopsia endomiocardica é amplamente utilizada para a vigilancia da rejeicéo do
enxerto cardiaco e diagnostico de disfungdo ventricular sem explicacdo, além disso, esta
sendo implementado o seu uso para diagnostico de algumas doencas do miocardio.
Assim, apos o transplante, esses pacientes foram submetidos a bidpsias periodicamente,
conforme as bases de protocolo de vigilancia de rejeicdo: semanais no primeiro més apés
o transplante, quinzenais no segundo més, mensais até o0 sexto més e, a seguir trimestrais
até completar um ano de transplante. Além disso, este procedimento é realizado sempre
que ha suspeita clinica de rejeicdo ou reativacdo da doenca de Chagas (Bacal et al.,2009).

O diagnéstico da reativacdo é considerado na presenca de sinais clinicos como
febre, nddulos subcutaneos, manifestacdo neurolégica, pancitopenia, lesbes cutaneas,
comprometimento agudo de fungéo ventricular, arritmias e confirmado pela deteccao da
presenca do protozodrio através de imunohistoquimica e praticas de histologia (Bacal et
al.,2010).

Como parte do protocolo para prevencao de rejeicdo do enxerto todos os pacientes
receberam tratamento com ciclosporina A, mofetil micofenolato e prednisona. Além
disso, nenhuma terapia profilatica anti-T. cruzi, pré ou pds transplante, foi administrada

aos pacientes.

4.2. Preparacdo do DNA gendmico do T. cruzi

Para o estudo restrospectivo, foram realizadas de 5 a 12 sec¢bes de 10 pm de
espessura nos blocos de parafina contendo bidpsias endomiocardicas. Os fragmentos
foram processados com o Kit QlAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen, Valencia, CA) para

a extracdo do DNA, segundo as orientacGes do fabricante. J& para o estudo prospectivo,
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os tecidos cardiacos frescos conservados em etanol, foram processados utilizando o kit
QlAamp DNA MINI KIT (Qiagen, Valencia, CA)

Para o controle do procedimento de extracdo de ambos estudos e também
verificacdo da integridade do DNA extraido, foi realizada a amplificacdo de uma regido
polimorfica do DNA humano, utilizando os iniciadores MID-768-F e MID-768-R (Tabela
5). O controle positivo utilizado foi o DNA de pool humano e o controle negativo foi

constituido pelos reagentes da PCR, sem adi¢do de DNA.

Tabela 5. Sequéncias dos iniciadores utilizados neste trabalho.

Técnica Iniciador Sequéncia Referéncia
Controle de MID-768-F 5 -CATTACCAGTAGAGTGGGGA-3 Weber et al.,
extracdo de DNA | MID-768-R 5-CTATGCCCTACTGGATCTAGG-3" 2002
PCR S35-F 5 -AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3" | Winckeretal.,
kDNA S36-R 5 -GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3 1994
DsMit- F 5-TGCATTACTCCTTTCTACAG-3’
PCR-RFLP DsMit- R 5-AACTCGCTACATTGTCCATA-3 Freitas et al.,
Coll Tcmit-10 5 -CCATATATTGTTGCATTATT-3 2006
Tcmit-21 5-TTGTAATAGGAGTCATGTTT-3"
PCR D71-F 5-AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3" Souto et al.,
rDNA 24Sa D72-R 5-TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-3 1993
D75-F 5-CAGATCTTGGTTGGCGTAG-3
PCR TCac-F 5-CTCCCCAGTGTGGCCTGGG-3" Burgos et al.,
ITS-miniéxon UTCC-R 5-CGTACCAATATAGTACAGAAACTG-3’ 2007

4.3. Métodos utilizados para o diagnoéstico molecular da presenca de T. cruzi

4.3.1. PCR kDNA

Para a deteccdo do DNA do T. cruzi foi realizada a amplificacdo especifica do
fragmento de 330 pb correspondente a regido varidvel do minicirculo do KDNA
empregando os iniciadores S35 e S36 (Wincker et al., 1994) (Tabela 5).

Os produtos da amplificagdo foram visualizados através da eletroforese em gel de
poliacrilamida 6% e corado pela prata (item 4.3.2). Para avaliar o desempenho do ensaio,
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incluiu-se controles positivos, constituidos de DNA de cepas JG de T. cruzi e também

controles negativos, compostos de reacfes de PCR sem adicdo de DNA.

4.3.2. PCR em tempo real do gene rDNA 24Sa

Foi realizado uma hemi nested PCR do gene do rRNA 24 Sa para a realizagdo do
diagnédstico molecular do T. cruzi. Os produtos foram identificados a partir de curvas de
dissociacdo por PCR em tempo real (Freitas et al., 2005).

A primeira etapa de amplificacao foi realizada usando os iniciadores D75 direto e
D72 reverso (Tabela 5) e 5ulL do produto da extragdo obtido a partir das amostras de
tecido. Enquanto a segunda etapa foi realizada com os iniciadores D71 direto e D72
reverso (Tabela 5) e como molde foi utilizado 2uL do produto da primeira PCR. As
reacOes da segunda etapa foram realizadas em aparelho de PCR em tempo real.

Os controles positivos utilizados foram DNA de cepas ou clones que representam
as DTUs Tcl e Tcll, constituidos pelo clone Col 1.7G2 (Tm ~ 81°C) e cepa JG (Twm ~
76°C), respectivamente. J& os controles negativos foram formados pelos componentes da
reacao de PCR, sem 0 DNA.

4.4. Métodos utilizados para a caracterizacdo das subpopulacdes de T. cruzi

Para caracterizacao das linhagens de T. cruzi presentes nas amostras biologicas
em que houve resultado positivo para a reacdo de amplificacdo do KDNA e/ou rDNA
24So foi realizado um ensaio sequencial inicialmente proposto por D’Avila et al. (2009).
Esta metodologia é baseada em 3 marcadores: o gene COII (de Freitas et al., 2006), o
espacador intergénico dos genes de miniéxon (Burgos et al., 2007) e o gene rDNA 24Sa.
(Souto et al., 1996) (Figura 2).

4.4.1. PCR-RFLP do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade 11

Para amplificagdo do gene mitocondrial COIl diretamente dos tecidos dos
pacientes foi realizado o full nested PCR (Freitas et al., 2006; Valadares et al., 2008). Na
primeira etapa foram utilizados os iniciadores DsMit- F e DsMit- R (Tabela 5). Ja na
segunda amplificacdo, os iniciadores Tcmit-10 e Tcmit-21 (Tabela 5). Apos as reagdes de
amplificacdo, foi entdo realizada a digestdo dos produtos pela enzima de restricdo Alu |
(Promega), de acordo com as indicagfes do fabricante.
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Os fragmentos gerados apos a adi¢do da enzima de restri¢cdo foram analisados em
gel de poliacrilamida 6% e corado pela prata (Santos et al., 1993). Os padrdes utilizados
para realizar a comparacao dos RFLPs foram cepas e clones caracteristicos das linhagens
Tcl, Tc Il e Tc - VI. Séo eles, respectivamente: o clone Col.17G2, que apresenta
fragmentos com 30, 81, 264 pb e € caracterizado como haplotipo A; a cepa JG que
apresenta fragmentos com 81 e 212 pb e é caracterizado como haplotipo C; e o clone CL
Brener que mostra fragmentos com 81 e 294 pb e é caracterizado como haplétipo B
(Freitas et al., 2006). Assim, esta etapa permite a discriminacdo de Tcl e Tcll, mas nao

diferencia as demais linhagens (Tclll, 1V, V e VI).

4.4.2. Amplificacao da regido intergénica dos genes miniéxon

A amplificagdo da regido intergénica dos genes miniéxon foi realizada utilizando
o iniciador TCac e UTCC (Tabela 5). Os produtos da amplificacdo foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrialamida 6% e ent&o o gel foi corado pela prata.

A partir desta técnica foi possivel diferenciar as cepas pertencentes as DTUs Tclll
e TclV das cepas pertencentes as Tcl, Tcll, TcV e TcVI. Visto que 0s primeiros

apresentam um amplicon de ~200pb e os Gltimos de ~ 150-157 pb (Burgos et al., 2007).

4.4.3. Amplificac¢do da regido 3’ do gene rDNA 24 Sa

Este tipo de PCR € uma alternativa ao PCR em tempo real, assim, nesse método
foi utilizado a PCR convencional. Para a diferenciacdo das DTUs Tclll, 1V, V e VI foi
realizado a amplificacéo da regido 3’ do gene rDNA 24 Sa através do hemi nested PCR,
adaptado de Souto et al. (1996). Foi utilizado na primeira etapa os iniciadores D75 e D72
e na segunda amplificacdo os iniciadores D71 e D72 (Tabela 5). Os produtos da
amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrialamida 6% e entdo o gel
foi corado pela prata.

Os controles positivos usados foram clones que representam os DTUs Tcl (clone
Col1.7G2, fragmento de 110 pb), Tcll (cepa JG, fragmento de 125 pb) e o TcV (clone
SO3 CI5, fragmentos de 110 e 125 pb).

4.5. Métodos de anélise dos produtos da PCR
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Os produtos da amplificacdo obtidos por meio das PCRs foram analisados em géis
de poliacrilamida a 6% e corados pela prata (Santos et al., 1993). Uma aliquota de 5uL
do produto amplificado, diluido com igual volume do tampé&o da amostra 2x foi aplicado
no gel. Apds a eletroforese, os géis foram transferidos primeiramente para a solucao
fixadora (etanol absoluto 10%, acido acético 0,5%). Em seguida, foram deslocados para
solucéo reveladora composta por 0,2% de nitrato de prata. Em cada uma destas etapas 0s
géis foram mantidos sob agitacdo lenta durante 15 minutos. Posteriormente, foi feita a
lavagem com agua mili-Q rapidamente, seguido da reducdo dos sais de prata com 3%
(p/v) de hidroxido de sodio (NaOH) e 0,3% de formaldeido a 37% até a visualizacao das
bandas. Os géis foram entdo novamente transferidos para solucédo fixadora e fotografados
para documentag&o.

4.5. Analises estatisticas

O Coeficiente Kappa pode ser definido como uma medida de associa¢do usada
para descrever e testar o grau de concordancia entre os eventos, além daquele gque seria
esperado somente pelo acaso. Valor de Kappa > 0,75 é classificado como excelente
concordancia, variando de 0,75 a 0,40 como bom a razoavel e < 0,40 como ruim (Fleiss,
1981).

Dessa forma, o indice kappa foi calculado para avaliar a concordancia entre as
diferentes PCRs que foram utilizadas para o diagndstico molecular. As variaveis

categdricas foram comparadas pelo teste exato de Fisher.

32



5. Resultados e Discussao




5.1. Pacientes

O Hospital das Clinicas da UFMG (HC- UFMG) é atualmente o segundo maior
centro de transplantes de coracéo do pais. Sendo que o nimero de transplantes chega a
25 por ano, com 6timos resultados pos- transplante (Moreira, 2011).

Entre os pacientes cardiopatas chagasicos cronicos que se submeteram ao
transplante cardiaco no HC- UFMG entre 2008 e 20014, foram avaliados 58 pacientes.
Sendo 40 pacientes do sexo masculino e 18 do sexo feminino. A média da idade entre os
pacientes na data do transplante foi de 44 anos (intervalo 20-59 anos) e a faixa etaria
prevalente foi de 50 a 59 anos. Esses dados corroboram com os relatos que mostram como
fatores de pior progndéstico para a cardiopatia chagésica cronica o género masculino e
idade entre 30 -59 anos (Coura et al., 1985).

Durante o periodo de estudo, 6 pacientes transplantados faleceram. Alguns devido
a faléncia aguda do enxerto, outros devido a infec¢Bes diversas, como infec¢do pulmonar,
varicela ou infeccdo por citomegalovirus. Apenas um paciente teve o seu Obito
relacionado a reativacdo ou complicacfes associadas a doenga de Chagas, tendo como
causa do falecimento a suspeita de reativacdo neurologica de Chagas. Atualmente, a
mortalidade associada com reativacdo da infeccdo por T. cruzi é baixa, cerca de 0,7%
(Bocchi et al., 2001a).

5.2. Diagndstico molecular de T. cruzi

Foram realizados estudos retrospectivos com 144 bidpsias e estudos prospectivos
com 353, totalizando em 497 bidpsias endomiocérdicas derivadas do acompanhamento
pos-transplante de 58 pacientes portadores de cardiopatia chagésica cronica.

Para detectar a presenca de T. cruzi nas amostras bioldgicas coletadas, realizamos
duas estratégias de diagnostico molecular: (i) PCR convencional, tendo como alvo o DNA
mitocondrial e (ii) PCR em tempo real, em que o alvo foi o DNA nuclear.

Para a PCR convencional foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram banda de ~330 pb para a amplificacdo especifica da regido variavel do
minicirculo do kDNA (Figura 4).
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Figura 4: Resultados representativos da amplificagdo do fragmento de 330 pb da regido

hipervariavel do minicirculos de kDNA de T. cruzi diretamente das bidpsias endomiocéardicas dos
pacientes cardiopatas chagasicos transplantados. Amplificacdo positiva para KDNA nas amostras
dos pacientes 5, 6 e 10; 13) amostra da cepa JG (controle positivo) 14) Branco: mix da reacdo
sem DNA; PM) Padréo de peso molecular (1kb Plus DNA Ladder - Invitrogen®).

Jé& para a técnica da PCR em tempo real, foi realizado uma hemi nested PCR do
gene do rRNA 24 Sa e os produtos foram identificados a partir das curvas de dissociagéo
geradas pelo programa. Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram TM
entre 76- 81°C na curva de dissociacao e foram consideradas negativas aquelas em que a
curva de amplificagdo estava abaixo do cut off obtido de referéncia com os controles
negativos. Os pequenos picos encontrados nas amostras negativas sdo resultado da
natureza da técnica que utiliza a estratégia hemi nested para aumentar a chance de
deteccdo do DNA de T. cruzi (Figura 5).

Esta técnica além de ser um método Util para o diagnostico, permite também a
identificagdo das DTUs Tcl versus Tcll- TcVI diretamente das biopsias endomiocardicas
dos pacientes cardiopatas chagasicos transplantados. O Twm caracteristico do DTU Tcl €
cerca de 81°C, ja para as outras DTUs (Tcll- TcVI), Tm ~ 76°C.
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Figura 5: Resultados representativos das curvas de dissociacdo obtidas por PCR em tempo real

do gene rDNA 24Sa diretamente dos tecidos dos pacientes cardiopatas chagésicos transplantados.

Aproximadamente 62% dos pacientes analisados apresentaram algum resultado
positivo para pelo menos um dos testes de diagndstico molecular realizado (Tabela 6).

Tabela 6. NUmero total de amostras e pacientes e 0 nimero de amostras e pacientes
que apresentaram resultado positivo para pelo menos um dos PCRs utilizados para
o diagndstico.

Amostras Amostras positivas
497 111

Pacientes Pacientes positivos
58 36

Amostras: numero de bidpsias endomiocardicas analisadas, derivadas de pacientes cardiopatas
chagasicos transplantados.

Pacientes: nimero de pacientes cardiopatas chagasicos transplantados analisados.

Com a realizacdo destas duas metodologias de diagnéstico molecular verificamos
que das 111 amostras positivas, 63 deram positivo para ambos 0s métodos e 38 amostras
foram positivas apenas para a PCR convencional para KDNA e que 9 amostras foram
exclusivamente positivas para o real time PCR do rDNA 24Sa. Além disso, 387 amostras
deram resultado negativo para ambas as técnicas (Tabela 7).

H& uma boa correlacdo entre os resultados gerados por PCR para KDNA e para o
real time PCR do rDNA 24Sa, como demonstrado pelo indice de correlacdo de Kappa =
0,676 e P <0,001. Visto que valores kappa variando de 0,75 a 0,40 s&o considerados como

bom a razoavel (Fleiss, 1981).
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Tabela 7. Comparacao de contingéncia dos resultados encontrados para os dois

métodos de diagnostico molecular utilizados.

rDNA real time

Positivo Negativo
Positivo 63 38
Amostras kDNA PCR Negativo 9 387
rDNA real time
Positivo Negativo
Positivo 27 7
Pacientes kDNA PCR Negativo 2 22

Amostras: numero de biopsias endomiocardicas de pacientes cardiopatas chagéasicos
transplantados apresentando resultados positivos ou negativos para os métodos de PCR testados;
Pacientes: nimero de pacientes cardiopatas chagasicos transplantados apresentando resultados
positivos ou negativos para 0os métodos de PCR testados;

* P <0,001 (teste do qui-quadrado); Kappaamostras = 0,676; Kappapacientes = 0,690

O seguimento clinico dos pacientes portadores de cardiopatia chagasica
submetidos a transplante, revelou que dos 36 pacientes positivos para pelo menos um dos
testes moleculares, 29 apresentaram reativacgdo clinica da doenca de Chagas (Tabela 8 e
Tabela 9). Deste modo, existe uma boa intensidade de associacdo (80,55%) entre os
resultados gerados em conjunto, por PCR para KDNA e PCR em tempo real do rDNA
24Sa, com a reativacao da doenca clinica. Quando analisados em separado, observamos
72,22% de associacdo da manifestacdo clinica com o método de kDNA e 66,66% para o
rDNA.

Dos 29 pacientes que apresentaram reativacao clinica, apenas 5 pacientes haviam
sido diagnosticados com reativacdo da doenca de Chagas pelo teste direto da andlise
histolégica da bidpsia endomiocardica (BEM). Enquanto que o diagnostico por PCR
diretamente das bidpsias apresentaram resultados positivos para 20 destes pacientes
(Figura 6). Além disso, analisando os métodos parasitélogicos utilizados no HC- UFMG,
quando ha suspeita de reativacdo, temos que apenas 11 dos pacientes com sintomas
clinicos da reativacao chagasica foram diagnosticados como positivos para a presenca de

T. cruzi através do exame direto do sangue e 5 através da hemocultura (Figura 6).
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Figura 6: Comparagdo entre os métodos de diagnostico. Analise do numero de pacientes

Pacientes com reativacao clinica e
resultados positivos para os testes de

cardiopatas chagésicos transplantados com reativagdo clinica da doenca que apresentaram

resultados positivos paras o0s testes de diagnéstico utilizados.

Para avaliar se as metodologias de PCR utilizadas poderiam antecipar o
diagnostico da reativacdo clinica da doenca de Chagas, foi realizado um estudo
retrospectivo através da analise de biopsias endomiocardicas que estavam embebidas em
parafina formando blocos. Para este estudo, apenas as 6 primeiras  bidpsias
endomiocardicas obtidas apds o transplante de 24 pacientes foram comparadas com 0s
dados clinicos referentes a reativacdo da doenca (Tabela 8).

Dos 24 pacientes analisados retrospectivamente, 15 apresentaram reativacéo
clinica da doenca de Chagas, sendo que 13 apresentaram resultado positivo para pelo
menos um dos testes de diagndstico molecular. Os principais sintomas clinicos foram
lesGes na pele, caracteristico de paniculite, e miocardite. Além disso, houve um caso de
reativacao neurolégica.

Verificamos que a presenca do DNA do parasito nos coragdes transplantados foi
geralmente detectada antes do aparecimento das manifestacdes clinicas sugestivas de
reativacdo doenca de Chagas. Além disso, foi visto uma certa relacdo temporal entre o
diagnostico molecular e as manifestacGes de reativacdo da doenca. Assim, quanto mais
cedo as amostras de biopsias mostraram resultados positivos para os PCRs, mais cedo a
reativacdo clinica da doenga ocorreu. A excecédo foi observada apenas para um paciente
que reativou 46 meses ap0s o transplante e suas 6 primeiras bidpsias endomiocardicas
apresentaram resultados negativos para os dois métodos de diagnostico utilizados (Tabela
8).
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Tabela 8: Resultado das PCRs para diagndstico de T. cruzi das 6 primeiras bidpsias

endomiocardicas realizadas ap6s transplante.

Resultados para PCR kDNA e rDNA / Dias apds o transplante
Paciente Data da reativagdo clinica 7 14 21 28 45 60
F1 Diversos episodios de reativago L ®
M7 3 meses
Al 3 meses ®
J1 3 meses
D3 4 meses [ J o
S3 4 meses
M4 6 meses
J6 7 meses [ ] o [
J8 10 meses ® ® o
J12 16 meses
M2 17 meses (] L
A2 18 meses
S2 20 meses
T4 32 meses o
J2 Faleceu devido infec¢do pulmonar e varicela ®
J5 Falecimento de causa indeterminada ®
11 N&o apresentou reativagao clinica
V2 N&o apresentou reativagao clinica
M14 46 meses
L1 N&o apresentou reativagao clinica
Jil4 N&o apresentou reativagao clinica
J13 Néo apresentou reativagao clinica
M10 Né&o apresentou reativagao clinica
S1 N&o apresentou reativagao clinica

Legenda: (@) Resultados negativos para ambos os métodos de diagnostico utilizados;(e@ )
Resultados positivos para PCR kDNA e PCR em tempo real do rDNA 24Sa; (®) Resultado
positivo apenas para a PCR KDNA,; () Resultado positivo apenas para PCR em tempo real do
rDNA 24Sa,

2 Sigla representativa do nome dos pacientes transplantados; ® Data de reativacdo clinica; ¢
Bidpsias realizadas 7,14,21,28,45 e 60 dias pos-transplante.

Os resultados dos PCRs mostraram antecipacdo de 1-32 meses dos primeiros
sinais clinicos da reativagcdo chagéasica, sugerindo que as técnicas de diagnostico
molecular aqui propostas podem antecipar o diagnostico da reativacdo da doenca de
Chagas em pacientes transplantados cardiacos (Tabela 8).

Analisando os resultados, observamos também que em 2 casos ocorreu a detec¢do
da presenca de DNA de T.cruzi nas biopsias endomiocardicas, mas 0s pacientes, até o

momento, ndo apresentaram manifestacdes clinicas, sendo que pode haver manifestaces
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clinicas no futuro. Além disso, foi possivel perceber que alguns pacientes apresentaram
resultados positivos intermitentes. Isso provavemente ocorre pois o fragmento coletado
pode ser retirado de uma regido cardiaca diferente da regido da coleta anterior.

Comparando os métodos de diagnostico utilizados, percebemos que existe uma
diminuicdo na correlacdo entre os dois metodos quando analisamos apenas o estudo
retrospectivo (Kappa= 0,379). Isso pode ser devido ao uso de amostras em blocos de
parafina neste estudo. Pois, embora o estabelecimento de técnicas de extracdo de DNA a
partir de tecido parafinado traga grandes contribuicbes para a obtencdo de dados
epidemioldgicos sobre vérias doencas, ja tem sido demonstrado que a fixacéo do tecido,
dependendo do tempo e do fixador utilizado pode resultar no crosslinking do DNA,
prejudicando a sua amplificacdo por PCR (Fernandes et al., 2004). Assim, como 0s
minicirculos do KDNA, estdo presentes em multiplas copias, de 5.000 a 20.000, em cada
ceélula do parasito (Simpson, 1987), e 0 rDNA 24 Sa faz parte do DNA nuclear, a técnica
de PCR pode ser mais sensivel para 0 método do KDNA PCR, quando comparada a
amplificacdo do rDNA.

Estudos prospectivos vém sendo realizados no laboratorio desde 2008. Bidpsias
endomiocéardicas para pesquisa de T. cruzi foram feitas, periodicamente, durante o
acompanhamento po6s-cirdrgico de todos os pacientes, conforme as bases de protocolo de
vigilancia de rejei¢do (Tabela 2). Durante esse periodo, foram analisadas 353 bidpsias
endomiocéardicas (material a fresco, conservado em etanol absoluto) derivadas do
monitoramento de 43 pacientes cardiopatas chagasicos. Até o momento, 20 pacientes do
estudo prospectivo apresentaram resultados positivos tanto para o diagndstico molecular
quanto para a presenca de manifestacdes clinicas sugestivas de reativacdo da doenca de
Chagas e 10 pacientes apresentaram resultados duplamente negativos para essas variaveis

(Tabela 9). O que mostra uma boa correlacao entre o diagndstico molecular e o clinico.
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Tabela 9: Comparacédo entre os resultados de reativacdo clinica e de diagnostico
molecular, obtidas por PCR diretamente das biopsias endomiocérdicas a fresco de
pacientes cardiopatas chagasicos transplantados.

Reativacéo da doenca de Chagas

Presente Ausente
b
Positivo 5
Teste
d
Negativo 10

Legenda: 1)  verdadeiro positivo; ° falso positivo; ¢ falso negativo; ¢ verdadeiro negativo.
2) Sensibilidade= a/(a+c) = 0.71 3) Especificidade= d/(b+d) = 0.66 4) N=43*
* 9 pacientes participaram de ambos 0s estudos (retrospectivo e prospectivo).

Esses achados, tomados em conjunto, sugerem que as técnicas de PCR utilizadas
podem ser uma boa ferramenta para realizacdo do diagndstico da reativacdo parasitaria,
descartanto a possibilidade de rejeicdo do enxerto. Além disso, foi possivel notar que essa
técnica pode antecipar o diagnostico de reativacdo clinica em varios meses.

Atualmente, métodos baseados em PCR tém sido cada vez mais usados para o
diagnostico da doenca de Chagas por serem considerados mais sensiveis do que a
microscopia. Os alvos dos ensaios de PCR mais utilizados s&o o KDNA ou DNA satélite
(Diaz etal., 1992; Diez et al., 2007; Brasil et al., 2010; Schijman et al., 2011), pois ambos
estdo presentes em multiplas copias no genoma do parasito, o que aumenta a sensibilidade
de deteccdo (Gonzalez et al., 1984; Sturm et al., 1989).

Diversos trabalhos ja demonstraram que a amplificacdo da regido variavel do
minicirculo do kDNA ¢é especifica para T. cruzi (Avila et al., 1990; Sturm et al., 1989).
Entretanto, ja foi relatado controvérsias. Conforme ja abordado, estudos utilizando
bidpsias endomiocardicas de pacientes transplantados relataram que a técnica da PCR
para a regido do kDNA né&o possui boa especificidade. Benvenuti e colaboradores (2011)

verificaram resultados positivos para presenca de T. cruzi em 3 biopsias endomiocardicas
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do grupo controle, constituido por 18 bidpsias endomiocardicas derivadas de 6 pacientes
que ndo haviam apresentado manifestacdo clinica de reativagio um ano apds o
transplante. No entanto, nossos resultados sugerem que o diagnostico por PCR pode
adiantar em até 32 meses o diagnostico clinico de reativacdo, logo esses pacientes
poderiam apresentar as manifestacdes clinicas da reativacdo da doenca futuramente.

Para superar essas limitagdes e obter uma resposta definitiva sobre a possibilidade
do uso dessa metodologia de diagnostico molecular para identificar a presenca de T. cruzi
em biopsias endomiocardicas de pacientes cardiopatas chagasicos transplantados,
optamos por utilizar uma combinacdo de PCR kDNA e PCR em tempo real do rDNA
24Sa e um ndmero maior de amostras. Sendo que nds analisamos 497 bidpsias
endomiocérdicas e os demais grupos analisaram um maximo de 61 bidpsias.

Nossos estudos indicaram que o protocolo aqui proposto possui boa sensibilidade
diagnostica sem perder especificidade, ja que verificamos consideravel intensidade de
associacao entre o diagnostico molecular e o diagndstico clinico caracteristico da
reativacdo chagasica. Estes estudos foram realizados com um grande espa¢o amostral,
comparados aos ja relatados, 0 que aumenta o poder estatistico do trabalho e sugere a
validade deste teste diagnostico.

Esse resultado € muito relevante, pois o diagndéstico diferencial da inflamacéo
devido a rejeicdo do enxerto ou daquele resultante da reativacdo da doenca de Chagas €
muito dificil de ser estabelecido. Pois, os métodos parasitologicos convencionais sdo de
baixa sensibilidade, devido a baixa parasitemia na fase crénica da doenca (Meira et al.,
2002; Marcon, et al., 2002) e os testes sorologicos poderem apresentar resultados
inconclusivos (Andersson et al., 2004).

A partir das analises dos blocos de parafina referentes as seis primeiras bidpsias
de 24 pacientes, observamos que o protocolo utilizado neste estudo conseguiu realizar a
antecipacdo do diagnostico clinico. Visto que a reativacdo da infeccéo é um evento muito
frequente entre os pacientes chagasicos transplantados, esses resultados indicam que essa
técnica seria de muita importancia para a rotina clinica. Os médicos poderiam introduzir
a quimioterapia anti-T. cruzi assim que o diagndstico molecular mostrasse presenca de
DNA do parasito nas bidpsias, o que poderia melhorar o tratamento destes pacientes e
gerar impactos na melhoria da sobrevivéncia.

Em relagdo as amostras que estdo sendo analisadas a fresco desde 2008, dois
grupos de pacientes devem ser destacados: 0s que apresentaram bidpsias positivas para a

presenca do parasito e também ja apresentaram sinais da reativacdo da doenca de Chagas

42



e aqueles em que apesar do diagndstico molecular ser positivo ainda ndo apresentaram a
reativacdo clinica. Os primeiros reforcam a ideia de que essa metodologia é adequada
para a clinica. J& o segundo grupo, sugere que existam falsos positivos. Entretanto, por
ser uma técnica que antecipa o diagnostico clinico, esses pacientes podem ser, na verdade,
pacientes que apresentardo manifestacfes clinicas da reativacdo chagasica no futuro.

Assim, é necessario a continuacdo do monitoramento destes.

5.3. Caracterizacdo das subpopulacges de T. cruzi

As 111 amostras bioldgicas positivas para presenca de T. cruzi foram submetidas
ao protocolo de tipagem das linhagens de T. cruzi usando o triplo ensaio. Constituido de
marcadores para o gene COI|I, para o espacador intergénico dos genes de miniéxon e para
o gene rDNA 24Sa (Figura 3).

Os perfis de RFLP obtidos dos fragmentos amplificados para o gene COII nos
permitiram verificar que a maioria das amostras apresentaram fragmentos com 81 e 212
pb, que é caracteristico do hapl6tipo mitocondrial C — correspondendo ao DTU Tcll
(Figura 7).

Mesmo apoés a reacdo de PCR-RFLP do gene COIlI ter permitido a identificacdo
das 53 amostras como Tcll, estas também foram submetidas as subsequentes reac6es do
esquema de tipagem. As amplificacdes resultaram em fragmentos de 150 e 125 pb para
miniéxon (Figura 8) e rDNA 24 Sa (Figura 9), respectivamente, confirmando os padrdes
esperados para a linhagem Tcll. Além disso, surpreendentemente, em um dos casos
analisados foi confirmada a presenca de TcVI (Tabela 10).
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Figura 7: Padrbes tipicos de RFLP gerados a partir de produtos amplificados do gene
mitocondrial COIIl diretamente dos tecidos dos pacientes depois da digestdo com Alul. 1-6)
Controles de amplificacdo usando DNA representativos dos 3 padrdes de RFLP para este gene:
1-2) clone Col.17G2 (30, 81, 264 pb - haplétipo mitocondrial A); 3-4) cepa JG (81 e 212 pb -
haplétipo mitocondrial C); 5-6) clone CL Brener (81 e 294pb - hapl6tipo mitocondrial B); 7)
Branco do processo de digestdo com Alul; 8) Branco da reacdo de PCR. 9- 14) Amostras de
bidpsias endomiocéardicas dos pacientes de 1 a 6; PM;) Padréo de peso molecular (1kb Plus DNA

Ladder - Invitrogen®); PM,) padrdo de peso molecular — 25 pb DNA Ladder (Invitrogen®)

st el (S

200mp
150 mp
125 mp

Figura 8: Amplificacdo do espacador intergénico dos genes miniéxon de T. cruzi diretamente dos
tecidos dos pacientes. PM 1) Padréo de peso molecular — 25 pb DNA Ladder Invitrogen®; 1-12)
Amostras de bidpsias endomiocardicas dos pacientes de 1 a 12; 13-15) Controles positivos
utilizando DNA representantivo das linhagens de Tclll, TcVI e Tcll, respectivamente. 13) Cepa
231 (Tc 111 ~200pb); 14) clone CL Brener (Tc VI ~150-157 pb); 15) cepa JG (Tc 11 ~150-157 pb)
16) Branco da reacdo de PCR PMy) Padrdo de peso molecular (1kb Plus DNA Ladder -
Invitrogen®);
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Figura 9: Amplificagdo do gene rDNA24Sa de T. cruzi diretamente dos tecidos dos pacientes;

PM) Padréo de peso molecular — 25 pb DNA Ladder - Invitrogen®;1-13) Amostras de bidpsias
endomiocardicas dos pacientes de 1 a 13; 14-15) Controles positivos utilizando DNA
representativo das linhagens de Tc Il e Tc I, respectivamente; 14) cepa JG (Tc Il ~125 pb) 15)
clone Col.17G2 (Tc | ~110 pb) 16) Branco da reacéo de PCR

Devido aos diferentes niveis de sensibilidades das PCRs utilizadas para realizacéo
do diagnostico molecular e para 0s ensaios sequenciais necessarios para realizacdo da
genotipagem, nem todas as amostras puderam ter as DTUs de T. cruzi identificadas
integralmente. Assim, em 23 amostras foi feita a identificacdo parcial de Tcll ou TcVI.
Nesses casos houve falha na amplificacdo das primeiras etapas da genotipagem e a
tipagem do rDNA por PCR em tempo real foi bem sucedida, mas como Tcll e TcVI
apresentam o mesmo perfil para este gene o resultado ndo foi conclusivo. Na bidpsia
endomiocérdica de um paciente detectamos a presenca de Tcl, 11, V ou VI, visto que nem

o perfil do gene COIl nem o da reacdo de rDNA foi determinado (Tabela 10).

Tabela 10. Identificacdo de DTUs de T. cruzi em biépsias endomiocardicas de pacientes

cardiopatas chagasicos transplantados.

DTUs NUmero de amostras
Tcll 53
Tc VI 1
Tcllou Vi 23
Tcl, 11,V ou VI 1
Né&o determinado* 33
Total 111

*Os DTUs ndo puderam ser completamente identificados por ndo terem amplificado os

trés marcadores utilizados.
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Como ja abordado, a heterogeneidade do T. cruzi vem sendo descrita desde a sua
descoberta por Chagas em 1909, onde descreveu a diversidade morfoldgica do parasito.
Além disso, variagBes nas formas clinicas e na resposta ao tratamento da doenca de
Chagas tém sido avaliadas, principalmente quando se tratam de pacientes de regides
endémicas diferentes (Luquetti et al., 1986; WHO, 2007). Os fatores que determinam
essas variagbes ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Certamente, fatores
associados ao paciente estdo envolvidos, mas esta cada vez mais evidente a participacdo
relevante de aspectos genéticos do parasito (Macedo & Pena, 1998).

Sabe-se que o T. cruzi € composto por uma populacéo heterogénea de clones com
ampla variabilidade bioldgica e genética circulando em ciclos domeésticos e selvagens.
Existe um modelo de evolugéo clonal que prevé uma correlacdo entre a divergéncia
filogenética de T. cruzi e suas propriedades bioldgicas, incluindo a sensibilidades a
drogas, dessa forma, determinada estirpe pode ser considerada susceptivel ou resistente a
determinado medicamento (Toledo et al., 2003; Moreno et al., 2010).

Estudos indicam que as infec¢cBes humanas ocorrendo nos paises do Cone Sul da
América Latina sdo quase que exclusivamente devido a cepa de T. cruzi Il e séo
responsaveis, principalmente, pela causa mais grave da doenca, apresentando a forma
cardiaca, megaesdfago e megacdlon (Zingales, et al., 2011). Neste trabalho, também
podemos notar que a grande maioria dos pacientes reativados apresentaram essa cepa de
T. cruzi, corroborando com a ideia de que esta é a principal linhagem associada com a
forma cardiaca da doenca de Chagas e a reativacdo, pelo menos nesta regido geografica.

A presenca de um isolado pertencente a linhagem T. cruzi VI em nosso estudo
confirma a associacdo dessa linhagem como uma das causadoras da doencga de Chagas
em humanos. Ha algum tempo as linhagens TcV e TcVI vém sendo envolvidas em casos
de infec¢des humanas na regido do Gran Chaco e paises vizinhos, como Bolivia, Chile,
Argentina e Brasil (Diosque et al., 2003; Cardinal et al., 2008), levando alguns autores
sugerirem que essa cepa também seja uma das principais linhagens associadas as formas
graves da doenca de Chagas no sul da América do Sul (Miles et al., 2009).

A caracterizagdo molecular das cepas de T. cruzi podem se constituir de
importantes elementos para constituir uma correlagéo entre as manifestacoes clinicas em
diferentes areas geograficas. Além disso, deve ser ressaltado que a identificagdo da DTU
de T. cruzi pode ser um fator a ser considerados na hora escolha do farmaco e na decisé@o

dos médicos sobre o tratamento individual, visto que recentes pesquisas mostram a
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influéncia genética do parasito nos resultados da quimioterapia (Toledo et al., 2003;
Moreno et al., 2010).

Resumindo nossos achados, podemos perceber que é necessario continuar a busca
por marcadores e técnicas alternativas mais sensiveis para a caracterizacdo molecular em
amostras com presenca de baixa quantidade de DNA, visto que poderia contribuir ainda
mais para a compreensdo da epidemiologia molecular das linhagens de T. cruzi
associados aos casos clinicos e a reativacdo da doenca de Chagas.

Além disso, nossos estudos mostraram que as técnicas de PCR utilizadas podem
ser empregues como ferramentas para o diagnostico diferencial entre a reativagédo
chagésica e a rejeicdo do enxerto, além de poder ajudar a prever o diagnostico clinico de
reativacdo em varios meses. Logo, pode ser Gtil para auxiliar na monitoracdo da eficécia
do tratamento, além de permitir a rapida introducdo do medicamento especifico anti-
T.cruzi, e assim melhorar a sobrevida e 0 bem estar dos pacientes. Aspectos importantes
do protocolo de diagndstico molecular proposto aqui, sdo a consideravel sensibilidade e
especificidade do método e a rapidez da técnica, visto que 0 tempo necessario para se
atingir um diagnostico por PCR é menor do que o0 necessario para diversos métodos de
diagnostico convencionais.

Futuros estudos comparando o desfecho dos pacientes tratados com base nos
resultados obtidos precocemente através das PCRs, com aqueles pacientes tratados
somente quando as manifestacdes clinicas de reativacdo sdo detectadas, poderdo
confirmar o valor clinico dessa estratégia de gerenciamento dos pacientes transplantados

que sofrem de doenca Chagas.
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6. Conclusao




v" A metodologia de PCR proposta neste trabalho se mostrou adequada para o
diagnostico da presenca do T. cruzi em bidpsias endomiocérdicas, oriundas de
pacientes cardiopatas chagasicos submetidos a transplantes cardiacos. Mostrando
uma boa correlacdo entre o diagndstico molecular e o diagnostico clinico,

v O protocolo de diagnéstico molecular proposto foi 4x mais eficaz na deteccdo de T.
cruzi quando comparado aos métodos de andlises histoquimicas das bidpsias
endomiocérdicas,

v’ Através de estudos retrospectivos, foi possivel observar que o método molecular
utilizado propicia a deteccdo precose de reativacao da infeccao chagasica,

v Através da genotipagem das amostras positivas, foi notado a ocorréncia
preferencial da subpopulacdo de T. cruzi Il nos pacientes com reativacao.
Reinterando a ideia de que esta é a principal linhagem associada com a forma
cardiaca da doenca de Chagas e a reativacdo, pelo menos nesta regido geografica.

v' Foi verificado a presenca de um isolado pertencente a linhagem T. cruzi VI em
pelo menos uma amostra, confirmando a associacdo dessa linhagem com a

cardiopatia chagasica grave, pelo menos no Cone Sul.
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