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Resumo

A reativacdo da doenga de Chagas ocorre principalmente em individuos transplantados
e portadores do virus HIV, levando a quadros de lesdes cutianeas, sintomas cardiacos e
envolvimento do sistema nervoso central. Dados da literatura revelam que a institui¢cdo do
tratamento com benznidazol é eficaz para controlar a reativacio. E possivel, também, que os
medicamentos imunossupressores utilizados estejam relacionados com a reativagdo. O
diagndéstico da reativacdo, na qual € possivel verificar grande quantidade de parasitos
intracelulares e circulantes, ¢ baseado em métodos parasitolégicos diretos como exame de
sangue a fresco, gota espessa, esfregaco corado e métodos de concentracdo:
microhematdcrito, Strout e buffy coat. Técnicas moleculares, como a PCR convencional ou
PCR em tempo real (QPCR) apresentam maior sensibilidade, pois detectam o DNA do
parasito, mesmo que este esteja presente em pequena quantidade, o que poderia diagnosticar
precocemente a reativagdo da doenca de Chagas. Neste estudo, utilizou-se a hemocultura e a
gPCR para analisar a carga parasitdria de nove pacientes que foram submetidos ao transplante
renal e seguidos no Hospital de Clinicas da Unicamp (grupo A). Foi avaliada também a carga
parasitdria de 15 pacientes chagdsicos cronicos, ndo transplantados e ndo tratados para a
doenca de Chagas (grupo B). Nao houve positivacdo da hemocultura no grupo de pacientes
transplantados, € no grupo controle houve quatro casos positivos (26%). Na qPCR, houve dois
casos negativos e sete casos de positividade abaixo do limite de quantificacdo no grupo dos
pacientes transplantados. No grupo de pacientes ndo transplantados (B), de 15 amostras, trés
foram quantificadas em 0,1 parasito/ml, enquanto 12 apresentaram positividade abaixo do
limite de quantificagdo da técnica. A hemocultura e a qPCR foram concordantes em quatro
casos, mesmo que tenham apresentado carga parasitdria abaixo do limite de quantificacdo pela
gPCR. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre as duas técnicas (p<0,05). Dos
pacientes transplantados, seis foram tratados para a doenga de Chagas, o que pode explicar a
baixa carga parasitdria encontrada nesse grupo de pacientes e, dessa forma, ndo foi possivel
correlacionar a carga parasitiria com o tempo de transplante e com o medicamento
imunossupressor utilizado. Conclui-se que a qPCR ¢ ttil na monitorizacdo da parasitemia em

pacientes transplantados renais.

Palavras chave: Doenca de Chagas. PCR em tempo real. Hemocultura. Transplante renal.



Abstract

The Chagas disease reactivation affects primarily transplanted subjects and carriers of
HIV virus, leading to conditions of cutaneous lesions, cardiac symptoms and central nervous
system involvement. Literature data expose which the treatment with benznidazole is
effective to control the reactivation. It is possible which the immunosuppressive drugs used be
related with reactivation. The diagnosis of reactivation, in which is possible find high amount
of intracellular and circulating parasites, is based in direct parasitological methods as a fresh
blood test, smeared smear and concentration methods: microhematocrit, Strout and buffy coat.
Molecular techniques, as a conventional PCR or quantitative PCR (qQPCR) presents greater
sensitivity, because detect the parasite DNA, even which is present in low amount, which
could diagnose the early the reactivation of Chagas disease. In this study, was utilized the
blood culture and the qPCR to analyze the parasite load of nine patients that was submitted to
kidney transplantation in the Clinical Hospital of Unicamp (group A). It was also analyzed the
parasite load of 15 chagasic patients, not transplanted and not treated for Chagas disease
(group B). There was no positivity of blood culture in the group of transplanted patients, and,
in the group of not transplanted patients (group B), there were four positive results (26%). In
the qPCR technique, there were two negative cases and seven cases below the limit of
quantification in the group of transplanted patients. In the group of not transplanted patients
(group B), of 15 samples, three were quantified in 0,1 parasite/ml, while 12 were positive
below to limit of quantification oh technique. The blood culture and qPCR were concordant in
four cases, even that presented parasite load below of limit of quantification by qPCR. There
no was statistically significant difference between the two techniques (p<0,05). Of
transplanted patients, six were treated for Chagas disease, which could explain the low
parasite load found in this group of patients and, thus, it was no possible to correlate the
parasite load with the time of transplant or the immunosuppressive drug utilized. It is
concluded that the qPCR is useful in the monitoring of parasitaemia in kidney transplant

patients.

Keywords: Chagas disease. Real time PCR. Blood culture. Kidney transplant.
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1. Introducao

A doenga de Chagas (DC), também conhecida como tripanosomiase sul americana, foi
descoberta em 1909, quando Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas descobriu
concomitantemente o agente causador, o vetor e os sintomas clinicos da doenga em Lassance,
Minas Gerais/Brasil. Chagas relacionou a presenga de insetos denominados “barbeiros” no
interior de casas em dreas rurais, com o fato de que os habitantes que conviviam com os
“barbeiros” apresentavam sintomas similares, ¢ dessa forma conseguiu esclarecer o ciclo do
parasito Trypanosoma cruzi nos hospedeiros vertebrados e invertebrados (1,2).

A doenga de Chagas € considerada uma doenca negligenciada, endémica em 21 paises
das Américas. E relacionada diretamente com o padrio socioecondmico e as condigdes
precdrias de moradia. Afeta aproximadamente seis milhdes de pessoas, com uma incidéncia
anual de 30.000 casos, 14.000 mortes/ano e 70 milhdes de pessoas em risco de adquirir a
doenca (3). Nesses paises, os parametros epidemiologicos na década de 90 apresentavam
indices maiores, com 45.000 mortes/ano, 30 milhdes de casos, incidéncia anual de 700.000
casos, 100 milhdes de pessoas em risco de adquirir a doenca (4). Dados do Ministério da
Saude (2015) (5) revelam que, no periodo de 2000 a 2013, foram notificados 1.570 registros
de casos agudos da doenca de Chagas no Brasil, sendo que 1.081 casos foram transmitidos
pela via oral e, destes, 1.023 foram registrados na regido norte do pafs (5).

O declinio nos casos da DC s6 foi possivel devido a implantacio de programas
governamentais para controle da transmissdo vetorial nos paises que compdem o Cone Sul
(Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai) iniciado em 1991; a Iniciativa dos Paises
Andinos (Colombia, Equador, Peru e Venezuela), em 1997; a Iniciativa dos Paises da
América Central (Belize, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua e
Panamd), em 1997; a Iniciativa dos Paises Amazdnicos (Bolivia, Brasil, Colombia, Equador,
Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela), em 2004 (6).

O surgimento da DC em paises ndo endémicos tem sido relatado desde o inicio da
década de 1980, devido a migragcdo populacional das Américas do Sul e Central para América
do Norte, Europa e para a regido do Pacifico Ocidental, transmitindo a DC por mecanismos
ndo vetoriais. A migracdo de pessoas de dreas rurais para dreas urbanas também contribuiu
para esse advento (7).

No Brasil, apesar de muitos Estados apresentarem a transmissdo vetorial controlada

(8), o Estado do Amazonas ainda apresenta indices de transmissdo vetorial por vetores
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peridomiciliares (9), e transmissdo oral através do consumo de acai e outros alimentos
contaminados com o 7. cruzi (10). De um modo geral, fatores como a domiciliacdo de novos
vetores, focos residuais e naturais de triatomineos, desenvolvimento de resisténcia a
inseticidas, promoc¢do de priticas de higiene para prevenir a transmissdo oral, melhor
gerenciamento do peridomicilio, aumento do rastreio pré-natal para prevenir a transmissao
congénita e diminuicdo de interesses politicos na doenc¢a ainda podem representar desafios

para o maior controle da DC no pais (11).

1.1. Agente etioldgico e transmissdo da doenca de Chagas

O agente etioldgico da DC é o Trypanosoma cruzi (T. cruzi), protozodrio flagelado
pertencente a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Assim como os outros
membros dessa ordem, possui uma organela denominada cinetoplasto, onde se encontra uma
condensacdo de DNA extra-nuclear (KDNA), constituido por moléculas organizadas em forma
de maxicirculos e minicirculos, podendo representar até 30% do DNA total do parasito (12).
Cada minicirculo possui aproximadamente 1,4 Kb, com quatro regides conservadas de 128
pares de bases, situadas em intervalos de 90°, que podem estar relacionadas na replicacdo

dessas moléculas (Figura 1). O kDNA tem sido utilizado como ferramenta de detec¢do do 7.

cruzi através de técnicas de biologia molecular, devido ao seu cardter espécie-especifico

(13,14).

FIGURA 1: REPRESENTACAO DO MINICIRCULO DO KDNA DO T. CRUZI. FONTE:
STURM ET AL (15)
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O T. cruzi apresenta diferentes formas evolutivas que variam entre hospedeiro
vertebrado e invertebrado, e se diferenciam morfologicamente pela posi¢do do cinetoplasto
em relacdo ao nucleo celular e pela origem do flagelo. A forma amastigota € intracelular,
encontrada no tecido do hospedeiro vertebrado, ndo possui membrana ondulante e flagelo, e
se multiplica por fissdo bindria a cada 12 horas. A forma epimastigota é encontrada no trato
digestivo de insetos triatomineos, apresenta flagelo livre, cinetoplasto anterior ao nicleo,
membrana ondulante pouco desenvolvida, é bastante mdvel e possui intensa atividade
replicativa. A forma tripomastigota metaciclica é encontrada na por¢do final do intestino do
vetor, e a forma tripomastigota sanguinea € encontrada no sangue do hospedeiro vertebrado.
Ambas as formas tripomastigotas sao infectantes e ndo possuem cardter replicativo (Figura 2)

(16).

FIGURA 2: FORMAS EVOLUTIVAS DO T. CRUZI. A: TRIPOMASTIGOTA SANGUINEO; B:
AMASTIGOTA; C: TRIPOMASTIGOTA METACICLICO; D: EPIMASTIGOTA. FONTE: FIOCRUZ
(17)

A diversidade de interacdes do 7. cruzi com seus hospedeiros invertebrados e
vertebrados pode ter ocasionado a selecdo, ampliacdo e adaptacdo de cepas com maior ou
menor impacto na infec¢do humana (18).

A variabilidade genética do 7. cruzi vem sendo estudada hd anos, e a mais recente
classificacdo foi introduzida por um consenso realizado entre especialistas (19), no qual o T.
cruzi foi subdividido em seis unidades de tipagem (Discrete Typing Units — DTUs), que, de
acordo com Tibayrenc (1998) (20), sdo sequéncias mais diretamente relacionadas entre si do
que com qualquer outra, ¢ podem ser identificadas através de marcadores moleculares ou
imunoldgicos. A classificagdo do parasito em seis DTUs (TcI-TcVI) objetivou diferencid-los

com base em aspectos moleculares, eco-epidemiolédgicos e de patogenicidade (21).
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A transmissdo cldssica da DC € por via vetorial, por meio de um ciclo complexo que
envolve hospedeiros vertebrados. Os vetores que transmitem o parasito da DC compreendem
insetos da familia Reduviidae, que sdo encontrados em ambientes silvestres, peridomiciliares
ou domiciliares rurais. Os principais géneros envolvidos nesse ciclo sdo Triatoma,

Panstrongylus e Rhodnius (Figura 3) (22).

A B C

FIGURA 3: ESPECIES DE TRIATOMINEOS: A: TRIATOMA INFESTANS, B: RHODNIUS
NEGLECTUS, C: PANSTRONGYLUS MEGISTUS. FONTE: JURBERG ET AL, 2014 (23)

Primordialmente restrito a mamiferos de pequeno porte como marsupiais, tatus,
preguicas, tamanduds, roedores, primatas, quatis € morcegos, o ciclo se estendeu aos seres
humanos com a sua entrada nos ecotopos naturais, tornando a DC uma antropozoonose (24).

Insetos triatomineos contaminados com as formas infectantes do 7. cruzi o transmitem
ao defecarem na pele do hospedeiro apds o repasto sanguineo. A lesdo causada pela picada € a
porta de entrada do parasito na corrente sanguinea, iniciando o ciclo no hospedeiro
vertebrado. O contato direto com fezes do triatomineo na mucosa ocular também pode iniciar

a infeccdo, constituindo o sinal de Romaia (18).
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FIGURA 4: CICLO DA DOENCA DE CHAGAS. FONTE: CDC (25)

O segundo mecanismo de transmissdo com maior importidncia € via transfusio
sanguinea (26). Com o aumento da migracdo de pessoas portadoras da enfermidade para
paises ndo-endémicos, essa via de transmissdo se tornou uma situacdo global. No Brasil, o
primeiro caso de transmissdo por essa via foi relatado por Freitas et al em 1952 apud (18), e,
dados recentes (2010) afirmam que a taxa de prevaléncia da DC em doadores de sangue é de
0,18% (27).

O risco de transmissdo por transfusdo sanguinea depende de fatores epidemioldgicos,
como o nivel de parasitemia do doador, o nimero e volume de transfusdes recebidas, o tempo
entre a coleta de sangue e a transfusio, o estado imunolégico do receptor, entre outros. Além
disso, através de uma unica transfusao contendo 500 mL de sangue, a transmissdo sanguinea
do T. cruzi pode variar de 12% a 20%, e pode ocorrer também através de hemoderivados (28).

O transplante de 6rgdos representa um importante mecanismo de transmissdo da DC,
inclusive em dreas ndo-endémicas, e, desde a evidenciagdo dessa via de transmissao, instituiu-
se como medida de controle a triagem soroldgica para DC antes da transfusdo e antes de

transplantes (28). As maiores incidéncias de doadores infectados com DC foram relatadas em
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transplantes de rim e coragdo (29-32), entretanto, hé relatos também em transplante de figado
e medula 6ssea (33,34).

H4, ainda, o risco de transmissdo oral através da ingestdo de alimentos contaminados
com T. cruzi (acgai, bacaba, carne de animais silvestres ingeridas mal cozidas etc). Essa
modalidade de transmissao tem sido relatada com maior frequéncia em forma de surtos
familiares no norte do Brasil (10). A transmissdo pode ocorrer também por via congénita e os

acidentes de laboratério (35).

1.2. Aspectos clinicos da doenca de Chagas

A DC apresenta diferentes caracteristicas clinicas conforme sua evolugdo. Logo apds a
infecgdo, inicia-se a fase aguda, na qual os parasitos entram na corrente sanguinea, infectando
células como macréfagos e fibroblastos, onde se dividem por fissdo bindria e retornam a
corrente sanguinea, resultando em grande quantidade de parasitos circulantes. O periodo de
incubacdo varia entre oito a dez dias, e a parasitemia elevada pode persistir por quatro a oito
semanas, reduzindo-se naturalmente. As manifestacdes clinicas desta fase, quando presentes,
sdo altamente varidveis. Podem surgir sintomas inespecificos, como febre, mal-estar e cefaleia
até quadros com hepatomegalia/esplenomegalia, linfonodomegalia e sintomas cardiacos (18).
Nos casos amazonicos de transmissdo oral, além do periodo de incubagdo ser menor do que
na transmissdo cldssica, os sintomas costumam apresentar-se com maior gravidade, de forma
que a letalidade pode chegar a 5% (35). Individuos com a imunidade comprometida podem
sofrer reativacdo da DC, com o aparecimento de sintomas graves que atingem o coragiao ou
sistema nervoso central (36).

Na evolucdo natural da fase aguda ndo tratada segue-se a fase crOnica, com
parasitemia baixa e intermitente, ¢ o surgimento de anticorpos IgG. Pode haver ou nao
manifestacoes clinicas especificas. A confirmacdao do diagnéstico laboratorial acompanhada
por auséncia de alteracOes nos exames eletrocardiograficos e radioldgicos caracteriza a forma
indeterminada da DC, que acomete de 50% a 70% dos doentes cronicos observados em
estudos longitudinais em 4reas endémicas com transmissao vetorial ativa (37).

A forma digestiva da DC acomete de 15% a 20% de individuos em drea endémica
(38). As complicagdes mais comuns sdo o megaesdfago e megacdlon, que resultam em
sintomas como disfagia, sialorréia, solugos, odinofagia, regurgitacdo, sensacdo de sufocacao

noturna, pneumonia aspirativa, desnutricdo; constipacdo, diarreia paradoxal, disquesia,
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distensdo abdominal e fecaloma, respectivamente (27). Devido as lesdes causadas pelo
parasito no sistema nervoso autdonomo ao longo de todo o trato gastrointestinal, podem
ocorrer ainda, alteracdes andtomo-funcionais das glandulas salivares, estobmago, das vias
biliares extra-hepéticas, do duodeno e do intestino delgado (27). O tratamento dos sintomas
consiste em aconselhamento e educacdo em saude, adequagdao dos hdbitos alimentares,
utilizacdo de medicamentos, dilatacdo/lavagem e, em casos mais graves, intervencao cirdrgica
27).

A forma cardiaca da DC apresenta altos indices de morbimortalidade, diminuindo a
qualidade e expectativa de vida do doente. Estudos epidemioldgicos indicam que de 10% a
30% de individuos portadores da DC apresentam alteragdes cardioldgicas (37), resultado da
remodelacdo cardiaca consequente a fibrose, levando a cardiopatia dilatada, com disfuncdo
sistolica e diastdlica, associada a insuficiéncia cardiaca, arritmias, com risco de morte subita,
que € a principal causa de 6bitos em pacientes com a forma cardiaca da DC (39).

As formas digestivas e cardiacas podem ocorrer concomitantemente, caracterizando a
forma mista da DC, entretanto, ndo se sabe exatamente sua prevaléncia (40). E importante
ressaltar que, independente da forma clinica expressa pelo individuo, o T. cruzi apresenta-se
tanto no tecido cardiaco como no tecido gastrointestinal do individuo infectado (41), sendo os
principais fatores envolvidos na expressdo da forma clinica o estado imunolégico do

individuo e a cepa do parasito (42).

1.3. Reativagdo da doenga de Chagas

A reativacdo da DC € definida como o surgimento de sintomas caracteristicos da fase
aguda em individuos com a DC cronica, resultante da depressdo ou supressdo do sistema
imune (36). A principal caracteristica da reativacdo da DC é o aumento da carga parasitaria
por T. cruzi, detectado por testes parasitoldgicos diretos em amostra de sangue (43). Pacientes
transplantados que sofrem reativacdo da DC apresentam, na maioria das vezes, lesdes
cutaneas, febre, mal-estar (44,45) e envolvimento cardiaco (46). Em pacientes portadores do
virus da imunodefici€éncia humana (HIV), os quadros costumam apresentarem-se mais graves,
com envolvimento do sistema nervoso central (47—49). Em um estudo realizado na Argentina,
foram analisados os principais sintomas de 15 pacientes chagdsicos co-infectados com HIV:
73% apresentaram dor de cabega, 60% apresentaram déficit neuroldgico focal, 60%

apresentaram febre, 47% apresentaram meningismo, 47% apresentaram convulsdes, 33%
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apresentaram estado mental alterado e 30% apresentaram concomitante envolvimento
cardiaco (50). No Brasil, Almeida et al (2010) (51) seguiram 20 pacientes chagdsicos co-
infectados com HIV, e verificaram que destes, 13 pacientes apresentavam a forma
indeterminada da DC e sete apresentavam a forma cardiaca. Dos 13 pacientes com forma
indeterminada, nove mantiveram essa forma e quatro sofreram altera¢do do status, sendo que
um evoluiu para a forma digestiva da DC e trés sofreram reativagdo da DC com manifestacdes
do sistema nervoso central.

A monitorizagdo da parasitemia pelo 7. cruzi em pacientes com a DC e com a
imunidade comprometida é indispensavel, pois permite a deteccdo precoce da reativacio e a

instituicao do tratamento adequado.

1.4. Resposta imune contra o Trypanosoma cruzi

Na infec¢@o humana por 7. cruzi, o principal mecanismo de defesa contra o parasito é
a fagocitose. No entanto, macrofagos ndo ativados podem controlar a infec¢io em uma
propor¢do de 5:1 parasitos por célula, mas, se a propor¢do for de 10:1 parasitos por célula, o
macréfago € destruido (52). A resposta imune varia entre a fase aguda — producdo de
anticorpos e ativacdo de mecanismos da imunidade inata — e na fase cronica — produgdo de
citocinas antiinflamatorias - (53). Foi constatado também, que a resposta imune sofre
alteracdes apds a instituicao do tratamento com benznidazol, com menor ativacdo do sistema

imune e contagem de células T reguladoras (54).

1.5. Diagnéstico

O diagnostico laboratorial da DC representa um desafio para clinicos e pesquisadores,
uma vez que nao ha técnica de diagndstico padrao-ouro (55). Para o diagnéstico da DC, sao
consideradas evidéncias clinicas e epidemioldgicas, os testes laboratoriais, exames

eletrocardiograficos e de imagens (27).
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Diagndstico laboratorial da fase aguda

Devido a alta parasitemia caracteristica da fase aguda da DC, o diagnéstico € realizado
por métodos parasitolégicos, diretos ou indiretos.

O método parasitolégico direto consiste na visualizacdao de formas tripomastigotas do
T. cruzi em sangue periférico. Pode ser realizado a fresco, em gota espessa ou esfregaco
corado pelo método Giemsa (Figura 5); por métodos de concentracdo, como o

microhematdcrito, Strout e quantitative buffy coat (QBC) (27,56).
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FIGURA 5: FORMAS TRIPOMASTIGOTAS SANGUINEAS DO T. CRUZI, CORADO PELO
METODO GIEMSA. FONTE: ABEGG ET AL (57)

Os métodos parasitologicos indiretos incluem xenodiagnéstico e hemocultura. O
xenodiagndstico cldssico € baseado na criacdo de triatomineos em laboratério, onde as ninfas
ndo infectadas sdo colocadas em contato com a pele para se alimentarem do sangue do
paciente supostamente infectado. A presenga das formas epimastigotas de 7.cruzi no intestino
do inseto, visualizada através de microscopio Optico, confirma a infec¢do. Apresenta
inconvenientes como ser um teste trabalhoso, com resultados tardios e possibilidade de
resposta alérgica a saliva do inseto (58).

A hemocultura € baseada na inoculagdo de sangue do paciente em meio de cultura
enriquecido com nutrientes ideais para o desenvolvimento de 7. cruzi, para posterior
visualiza¢do microscopica do parasito. O meio de cultura mais utilizado é o Liver Infusion
Tryptose (LIT), que € composto por infusdo de figado, triptose, soro bovino, solu¢do de

hemoglobina, glicose e sais variados (59). Fatores como a quantidade de sangue coletada, o

nimero de coletas, o periodo de andlise microscopica, o periodo entre coleta e semeadura e a
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temperatura da amostra influenciam diretamente na sensibilidade da técnica, que pode variar
entre 0% e 97,4% (60—64). Os resultados da andlise demoram entre 120 e 150 dias, e por isso
€ usada como método complementar em casos especiais. Além disso, através da técnica de
hemocultura foi possivel estudar os aspectos quimicos, bioquimicos e morfolégicos do T.
cruzi. Sua utilizacdo é também essencial no processo de genotipagem do 7. cruzi, pois
possibilita a obtencdo de grande quantidade de parasitos para os estudos moleculares (21,65).
Testes imunoldgicos que detectem anticorpos da classe IgM que caracterizem infec¢ao

aguda, também podem ser utilizados no diagnéstico da fase aguda da DC (27).

Diagndstico laboratorial da fase cronica

Na fase cronica da DC, a parasitemia diminui e ocorre a producdo gradual de
anticorpos da classe IgG. Logo, o diagndstico da fase cronica baseia-se na deteccdo dessa
classe de anticorpos. Diferentes técnicas podem ser utilizadas, com recomendacdo da
utilizacdo de dois métodos imunoldgicos com principios diferentes (66). As técnicas
convencionais sdo ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), hemaglutinacdo indireta
(HAI) e imunofluorescéncia indireta (IFI) (27). A utilizacao de apenas um método apresenta
sensibilidade e especificidade em torno de 98%, mas quando utiliza-se duas técnicas
diferentes concomitantemente, a sensibilidade aumenta para 100% (67).

A técnica de ELISA consiste na reagdo de anticorpos presentes nos soros com
antigenos soluveis e purificados de 7. cruzi, obtidos a partir de cultura in vitro (ou antigenos
recombinantes de 7. cruzi). Esse antigeno é adsorvido em microplacas e os soros diluidos
(controles do teste e das amostras sdo adicionados posteriormente). Os anticorpos especificos
presentes no soro vao se fixar aos antigenos. A visualizagdo da reagdo ocorre, quando
adicionada uma anti-imunoglobulina marcada com a enzima peroxidase, que se ligard aos
anticorpos especificos caso estejam presentes, gerando um produto colorido que poderd ser
medido por espectrofotometria. O resultado considerado sororreagente € que apresenta o valor
da densidade Optica igual ou superior ao ponto de corte (Cut-Off) do resultado do controle
negativo (27).

Na técnica de hemaglutinacdo, hemécias de carneiro sdo sensibilizadas e fixadas com
um extrato antigénico de 7. cruzi. As hemadcias sensibilizadas sdo depositadas em placas com
soro-teste em diferentes diluigdes. Os anticorpos anti-7. cruzi, se presentes no soro, irao

promover a aglutinagdo das hemadcias formando uma rede. Essa técnica € usualmente
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empregada na triagem de doadores em bancos de sangue, e a sensibilidade é compardvel a da
IFI (27).

No teste de IFI, as amostras sdo distribuidas sobre orificios de ldminas proprias para
imunofluorescéncia, secos a temperatura ambiente e incubados a 37°C por uma hora. Apds
trés lavagens de cinco a 10 minutos com PBS, as ldminas sdo incubadas com um conjugado
fluoresceinado anti-IgG ou anti-IgM humana por 60 minutos, novamente lavadas para
remocdo do conjugado ndo ligado, montadas em glicerina alcalina e observadas em
microscopico de fluorescéncia. Recomenda-se fazer um controle positivo e negativo para cada
lamina. (68).

Outros testes soroldgicos (quimioluminescéncia, testes com antigenos recombinantes)

podem ser utilizados, desde que em conjunto com os testes convencionais (27,69).

Diagnostico molecular da doencga de Chagas

O diagnoéstico molecular da DC € realizado pela técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). A técnica foi descrita por Saiki (1988) (70) para diversas aplicagdes,
inclusive para a deteccao de patégenos. Consiste na amplificacdo enzimdtica de um fragmento
de DNA (primer), especifico do microrganismo alvo. A reacdo € realizada em diversos ciclos
constituidos por trés etapas: 1) separacio da dupla fita do DNA, 2) anelamento dos primers as
suas sequéncias complementares € 3) extensdo dos primers anelados pela agdo da enzima
DNA polimerase; resultando em um aumento exponencial da quantidade de fragmento de
DNA, gerando milhdes de copias.

Convém salientar que, para realizagdo da técnica, € possivel utilizar fragmentos do
DNA do cinetoplasto ou do DNA nuclear do 7. cruzi. O DNA do cinetoplasto € organizado
em moléculas circulares, denominadas maxicirculos e minicirculos. Cada minicirculo possui
aproximadamente 1,4 Kb, organizados em quatro segmentos, que consistem em uma pequena
regido de DNA com alto nivel de sequéncias conservadas entre todos minicirculos do
tripanosoma e uma longa sequéncia de DNA, exibindo sequéncias altamente varidveis, que
apresentam alta taxa de mutacdo e podem diferir entre as diferentes cepas do parasito (13,14).
O DNA nuclear (satélite) corresponde a 10% do DNA total do parasito e apresenta regides
repetitivas que correspondem a aproximadamente 200 Kb (71). A escolha da regido do DNA a

ser utilizada é um fator que pode influenciar na sensibilidade da técnica (72,73).
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A sensibilidade da PCR é compardvel a dos métodos soroldgicos, sendo que, através
da PCR, Gilber et al (74) conseguiram confirmar a infec¢do em cinco doentes com sorologia
inconclusiva para a DC. Em outro estudo, Marcon et al (2002) (75) analisaram 30 pacientes
com sorologia duvidosa para DC pela Nested-PCR para regido do DNA nuclear do 7. cruzi, e
encontraram 13 casos positivos. Em pacientes portadores do megaesdgafo e megacdlon
chagésico e com sorologias duvidosas, Batista et al (2010) (76) encontraram 31/41 (75%) de
amostras positivas utilizando também a Nested-PCR para regido do DNA nuclear do 7. cruzi.

A especificidade da PCR ¢ alta, pois, tanto a regido do DNA satélite quanto do kDNA
sdo especificas do T. cruzi (77,78). A PCR pode ser util como critério de cura em individuos
que foram submetidos ao tratamento especifico para DC, e para analisar a parasitemia de
individuos com a imunidade comprometida, que podem apresentar resultados sorolégicos
falso-negativos devido a baixa produgdo de anticorpos (27).

A PCR convencional apresenta desvantagens como o tempo para a realizagdo, risco de
contaminacdo cruzada que pode ocorrer entre as etapas do processo e a impossibilidade de
obter resultados quantitativos (79).

Com os avancos da biologia molecular, variagdes da técnica de PCR foram descritas.
A mais relevante t€m sido a PCR quantitativa (qQPCR), na qual € possivel quantificar o
nimero de organismos em determinada amostra bioldgica. Para isso, durante a reacao, utiliza-
se uma sonda fluorescente que se anela entre os fragmentos de DNA, gerando um sinal
fluorescente que € lido pelo equipamento. A quantidade de fluorescéncia emitida &
proporcional a quantidade de produto da PCR gerado ao final da amplificagdo. Para a andlise
dos resultados, o software gera uma curva, a qual € utilizada para definir a fase exponencial
da reacdo, e assim calcular o niimero de cdpias presentes no inicio da reacdo (80).

A quantificacdo da carga parasitaria através da qPCR tem especial releviancia como
critério de cura em pacientes submetidos ao tratamento especifico para DC, monitorizar a
reativagdo da DC em pacientes com a imunidade comprometida e em casos de individuos que
apresentam sorologia inconclusiva (81,82).

Apesar de apresentar vantagens como menor tempo para obtengdo dos resultados e
reduzido risco de contaminacdo, o diagndstico molecular da DC pela qPCR ainda apresenta
dificuldades, devido a auséncia de um protocolo padronizado entre os laboratdrios que a
realizam. Em um estudo internacional, Schijman et al (83) analisaram a sensibilidade e
especificidade de diversos protocolos para o diagndstico molecular da DC. Os autores
selecionaram quatro protocolos que apresentaram os melhores resultados, sendo dois de PCR

convencional e dois de gPCR. Concluiram, ainda, que fatores como caracteristicas
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epidemioldgicas das populagdes, volume de sangue coletado, método de extracdo de DNA,
primers utilizados, condi¢des da reagdo e também a quantidade de parasitos circulantes no

momento da coleta podem interferir na sensibilidade da técnica.

1.6. Comprometimento imunolégico na doenca de Chagas

O crescente nimero de transplante de 6rgdos (rim, coragdo, figado, medula éssea) e a
utilizagdo de drogas imunossupressoras em pacientes submetidos a esses procedimentos, os
pacientes com neoplasias, doencas auto-imunes e sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA), tem levado a grande ocorréncia de individuos imunossuprimidos, que estao
predispostos as infeccdes oportunistas. Assim, é importante considerar a infec¢do pelo T.
cruzi como potencial infec¢do oportunista nestes individuos (84). A doenca de Chagas tem
grande importancia em pacientes transplantados, podendo ocorrer reativagdo devido a terapia
com drogas imunossupressoras. A terapia preventiva com benznidazol previne a reativacao
precoce da infeccdo, evitando doenca clinica grave que a alta parasitemia pelo 7. cruzi pode

produzir (85).

1.7. Tratamento especifico para a doenga de Chagas

Os primeiros compostos com atividade anti-7. cruzi descritos foram o nifurtimox (NF)
e benznidazol (BZ), introduzidos na década de 60, e até os dias atuais representam um desafio
aos profissionais de saude devido a alta taxa de variacdo no sucesso terapéutico (86). A partir
de 1980, o nifurtimox teve o uso suspenso no Brasil, devido a sua média atividade e altas
taxas de reacOes adversas (86).

O benznidazol é o medicamento de escolha para o tratamento antiparasitario da DC no
Brasil (27), promovendo taxas de cura de até 100% em criancas e at€ 60% em jovens e
adultos com infeccdo recente (87). Dados da literatura sugerem que a eficicia do BZ seja
maior na fase aguda do que na fase crbnica, devido a grande quantidade de parasitos
circulantes na corrente sanguinea do individuo infectado. A varia¢d@o na eficdcia do tratamento
também pode ser atribuida a caracteristicas de patogenicidade de acordo com a regido

geografica em que o paciente foi infectado (88). Essa variacdo € evidenciada pela positivacao

de exames como sorologia, hemocultura e PCR apds o tratamento com BZ (89,90).
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O tratamento com BZ ¢ indicado em todos os casos agudos e em criangas com a DC,
em individuos com a fase cronica da DC de até 50 anos, para o controle da reativacdo da DC
em individuos imunossuprimidos e em casos de acidentes laboratoriais envolvendo o 7. cruzi.
Em casos de gestagdo, o tratamento com BZ é contraindicado, a menos que a gestante
apresente a fase aguda da DC, devendo a institui¢cdo do tratamento ser individualizada, assim
como em chagésicos cronicos com grave doencga cardiaca (27). A comprovagado de cura € feita
apenas por exames soroldgicos, que devem apresentar negativacdo ou reducdo persistente e
progressiva de trés dilui¢des da titulagdo. A PCR pode ser utilizada como um método auxiliar
para tal anédlise, sendo que a sua positivacao representa falha terapéutica (27).

Além de apresentar taxas variadas de eficdcia, o uso do BZ é questiondvel pelo fato
deste composto apresentar reagdes adversas, como (1) hipersensibilidade, incluindo dermatite
com erupc¢dao cutinea, mialgia, artralgia e linfadenopatia; (2) neuropatia com parestesia e
polineurite; (3) distarbios da medula 6ssea, entre outros. Em casos de reacdes adversas com
maior gravidade, a medicacdo deve ser suspensa (87).

Estudos tém analisado a eficdcia de outros compostos contra o 7. cruzi, tais como
alopurinol, itraconazole e posaconazole, mas apresentam resultados varidveis de acordo com a
idade do paciente e a dosagem necessdria para resultados satisfatorios. No entanto, a

recomendacao para tratamento da DC continua sendo o BZ (86).

1.8. Contexto do transplante tenal no Brasil

O sistema de transplante de 6rgdos no Brasil é complexo e envolve diferentes
autarquias como Ministério da Saude e Sistema Nacional de Transplantes (SNT). Em 1997,
foi criada a Lei n°® 9.494, de 4 de fevereiro de 1997, que dispde sobre a remocdo de orgaos,
tecidos e partes do corpo humano para fins de transplante (91).

Em 2016, a Associagdo Brasileira de Transplante de Orgdos (92) registrou em todo o
Brasil 5.492 transplantes renais, sendo 1.200 de doadores vivos e 4.292 de doadores falecidos.
O Estado de Sdo Paulo foi onde ocorreu o maior numero de transplantes, alcancando a marca
de 2.049 procedimentos (92).

A alocagdo de 6rgdos de doador falecido é controlada pelas centrais estaduais, sendo
o rim distribuido de acordo com a compatibilidade HLA (human leucocyte antigen). No caso
de doador vivo, é permitido o transplante de 6rgaos de parentes até o quarto grau (grau I: pais

e filhos, grau II: avés e irmdos, grau III: tios e sobrinhos, grau IV: primos e filhos de tios
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consanguineos), e também de cOnjuges. Doador vivo ndo relacionado é permitido, porém
necessita de tramites como justificativa médica, autorizacdo €tica e judicial (93).

Para evitar a rejeicdo do enxerto, diversos farmacos imunossupressores podem ser
empregados no periodo pds-transplante, sendo que a intensidade da imunossupressdao depende
do risco imunolégico de cada transplante. Transplantes com doadores vivos HLA-idénticos
recebem imunossupressores menos potentes, enquanto transplantes repetidos com doadores
caddveres recebem imunossupressores mais potentes (94).

O esquema de farmacos para inducdo da imunossupressao é composto por tacrolimo,
azatioprina, prednisona e timoglobulina, além da utilizacdo, em ambiente hospitalar, de
globulina anti-timocitica (ATG) ou anticorpo monoclonal anti-CD3 (OKT3). No esquema de
imunossupressdo de manutengdo, utiliza-se prednisona, azatioprina e ciclosporina ou
tacrolimo. O uso de derivados de acido micofendlico (micofenolato de mofetila ou de s6dio) é
indicado em situagdes especificas (95), pois, Bacal et al (2005) (96), verificaram que, em
pacientes com transplante cardiaco e que utilizaram este imunossupressor tinham chances de
reativacdo da DC seis vezes maior que pacientes que utilizaram azatioprina.

O periodo pés-operatorio deve ser monitorizado constantemente para evitar e tratar
possiveis complicacOes clinicas: auséncia de funcdo inicial do enxerto, rejeicdes, infeccdes
(bacterianas, virais, fingicas, protozodrias), metabdlicas (obesidade, dislipidemias, diabete
melito), cardiovasculares (cardiopatia isquémica e hipertensdo arterial), imunoldgicas e
Osseas, além de infeccOes oportunistas (94). A legislacdo brasileira ndo recomenda a
utilizagdo de 6rgaos de individuos portadores da doenca de Chagas para fins de transplantes,

dessa forma, € parte do protocolo pré-transplante a triagem soroldgica para DC (27).

1.9. Relevancia do estudo

Diante do que foi exposto até o momento, € possivel verificar que vérios fatores estdo
associados ao risco de reativagdo da DC em pacientes submetidos ao transplante renal, como a
realizacdo do tratamento especifico com benznidazol, o tempo em que o transplante foi
realizado e o esquema de imunossupressdo utilizado. Nesse estudo, avaliou-se a carga
parasitdria pela técnica quantitativa de PCR em tempo real para analisar a parasitemia desses
pacientes, e comparar os resultados com a técnica cldssica de hemocultura. A partir dos

resultados das duas técnicas, foi possivel analisar se existe relagdo entre a carga parasitdria
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encontrada com a instituicdo do tratamento especifico para DC, tempo de transplante e

esquema de imunossupressao adotado.
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2. Objetivos

2.1.0bjetivo geral

* Quantificar a carga parasitaria de Trypanosoma cruzi em pacientes submetidos ao

transplante renal pela técnica de PCR em tempo real.

2.2.0bjetivos especificos

* Comparar os resultados obtidos pela PCR em tempo real com resultados de

hemocultura e sorologias;

» Relacionar a carga parasitaria encontrada nesses pacientes com o tempo do

transplante; esquema de imunossupressao e tratamento especifico para a DC.
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3. Casuistica e Métodos

Este ¢ um estudo descritivo observacional para relatar a carga parasitdria por 7. cruzi
encontrada em pacientes submetidos ao transplante renal. Para coleta de dados e andlise
demografica dos pacientes, foram analisados prontudrios fisicos e eletronicos,
disponibilizados pelo Servigo de Arquivo Médico e Estatistico (SAME) do Hospital de
Clinicas da Unicamp.

Para realizacdo desta pesquisa, foram selecionados vinte e quatro pacientes, que foram

divididos em dois grupos:

1 — Grupo A: composto por nove pacientes com sorologias reagentes ou inconclusivas
para DC, transplantados renais, submetidos ao esquema de imunossupressao, tratados ou nao

para a DC;

2 — Grupo B: composto por quinze pacientes com diagndstico positivo para DC, nio

transplantados, ndo submetidos ao tratamento imunossupressor e para a DC.

Estes pacientes foram atendidos pelo ambulatério do Grupo de Estudos em Doenca de
Chagas (GEDoCh) e pelo ambulatério de Nefrologia, ambos do Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas. Todos os pacientes aceitaram participar da pesquisa €
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica sob o nimero CAEE 45940515.5.0000.5404.

De cada paciente, foi coletado 30 mL de sangue para realizacdo dos exames de qPCR
e hemocultura. A coleta foi realizada por equipe de enfermagem no dia da consulta de cada

paciente, dessa forma, ndo foi necessaria a convocagao dos pacientes.

3.1.Critérios de inclusdo e exclusao

Todos os pacientes incluidos aceitaram participar do estudo. Para o grupo A, os
critérios de inclusdo foram: apresentar sorologia reagente ou inconclusiva para DC e ter sido
submetido ao transplante renal. Foram excluidos os pacientes com sorologia nao reagente para

DC e que ndo foram submetidos ao transplante renal.
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No grupo B, foram incluidos pacientes diagnosticados com a DC através de métodos
laboratoriais, sem tratamento imunossupressor € para a DC. Foram excluidos pacientes com
sorologia ndo-reagente para DC e aqueles com diagndstico de DC mas que realizaram o

tratamento especifico para o T. cruzi.

3.2 .Testes laboratoriais

3.2.1. Testes soroldgicos

Os testes soroldgicos para confirmacdo da DC foram realizados pelo laboratério de
Andlises Clinicas do Hospital de Clinicas da Unicamp rotineiramente. Conforme ¢é
preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude (66), foram realizadas duas técnicas

concomitantes dentre quimioluminescéncia ou ELISA e imunofluorescéncia indireta.

3.2.2. Hemocultura

A técnica de hemocultura foi baseada nos protocolos de Chiari et al (1989) e Luz et al
(1999). A técnica foi realizada com 24 mL de sangue venoso, coletado em quatro tubos a
vacuo contendo EDTA (6 ml). O sangue foi centrifugado a 1903 g durante 10 minutos a 4°C,
o plasma removido e as hemdcias lavadas com meio LIT acrescido de 10% soro fetal bovino e
penicilina/estreptomicina. O sobrenadante foi removido e o sedimento de hemadcias
homogeneizado com 6 mL de LIT. As culturas foram mantidas em estufa a 28°C e o exame
microscopico 40 x realizado a cada 15 dias até positivagao, ou até completar o periodo de 120
dias. A visualizacdo do 7. cruzi na amostra através da microscopia define a positivacdo da
técnica, e a quantidade de tubos em que o parasito € encontrado permite uma semi-

quantificagdo do parasito na amostra.

3.2.3. Testes moleculares

Extragdo de DNA

Para o isolamento do DNA dos pacientes, cada amostra de sangue de 6 mL foi

centrifugada a 752 g, com tampao de lise de hemacias (NH4+Cl + NH4HCO:3), e posteriormente
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com TKM1 (Tris-HCI 2M + KCI1 1M + MgCl> + EDTA 0,2 + H20) e Triton para obtengdo do
buffy coat.

A extracdo de DNA prosseguiu com a utilizagdo do Kit Comercial High Pure PCR
Template Preparation (Roche®). A um tubo de microcentrifuga, foram adicionados 200 pL
do buffy coat obtido, 200 uL de tampao de ligacdo e 40 pL de Proteinase K, previamente
reconstituida. A mistura foi homogeneizada e incubada a 70°C por, no minimo, 10 minutos. A
mistura foram adicionados 100 pL de isopropanol e homogeneizada novamente. A mistura foi
transferida para a coluna e centrifugada por 1 minuto a 8.000 g. Adicionou-se 500 puL de
tampao inibidor e centrifugou-se sob as mesmas condicdes. Posteriormente, foram realizadas
duas lavagens seguidas com 500 uL. de tampao de lavagem e centrifugacdo por 1 minuto a
8.000 g. O DNA foi eluido em 200 uL de tampao de eluicdo e armazenado a -20°C até a
utilizacdo.

A extracdo do DNA da cultura de 7. cruzi para confeccdo da curva padrdao foi
realizada como descrito anteriormente. A concentracdo dos DNAs obtidos foi determinada em

espectrofotometro (Nano drop 1000, Thermo Scientific®).

PCR quantitativa (qPCR)
Curva padrao

Para construcdo da curva padrdo, formas tripomastigotas de 7. cruzi (DTU TCII)
foram obtidas de paciente chagésico através do cultivo em meio LIT. Ao atingir a fase
exponencial de crescimento, formas epimastigotas foram contadas em camara de Neubauer, e
quantificados em 1,25.107 parasitos/mL. A partir dessa contagem, a cultura foi submetida a
extracdo de DNA (conforme item anterior), e, com o DNA eluido, foram realizadas dilui¢des
seriadas, do ponto inicial, 1,25.107 até 1,25.107. Na curva padrio considerada neste trabalho,

foram utilizados os pontos 1,25.10° a 1,25.10°", totalizando sete pontos.

Quantificacdo das amostras analisadas por gPCR

A técnica de qPCR foi baseada no protocolo de Piron et al (2007) (97), e padronizada
no Laboratério de Diagndstico de Doencas Infecciosas Por Técnicas de Biologia Molecular-

FCM - Unicamp por Batista (2014) (98). Os primers utilizados foram Cruzi 1 e Cruzi 2, que
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amplificam um segmento de 166 pares de bases do DNA satélite do 7. cruzi. A sonda Cruzi 3
foi marcada com o fluor6foro 5’FAM 3’. As condigdes de cada reacdo da qPCR foram: 1x
Tagman Universal Master Mix com UNG (Applied Biosystems), RNase P 0,1x (Applied
Biosystems), 500 nM de cada primer (Cruzi 1 e Cruzi 2), 200 nM da sonda (Cruzi 3) e 3 uLL
de DNA, totalizando 30 puL. O equipamento utilizado foi o Rotor-Gene 6000 (Corbett® Life
Science), e as reacdes foram submetidas as seguintes condicdes: primeiro ciclo (2 minutos a
50°C), segundo ciclo (10 minutos a 95°C) e 45 ciclos (15 segundos a 95°C e 1 minuto a 58°C).
A integridade das amostras de DNA foi comprovada pela amplificacdo do controle interno
(gene humano RNAse P). Os resultados da quantificagdo foram gerados pelo software Rotor-

Gene 1.7.87.

Validacdo da PCR quantitativa

Diversos pardmetros podem ser analisados para validar um procedimento analitico.
Neste estudo, utilizou-se como base para uma andlise comparativa com os resultados
encontrados, os limites de detec¢do (LD) e de quantificacao (LQ).

O limite de detecgdo de um método € a menor quantidade de analito que pode ser
detectado e ndo necessariamente quantificado (99,100). Para calcular o limite de deteccao da
qPCR, foi realizada uma corrida dos pontos da curva padrio 1,25.107, 1,25.102% e 1,25.107,
em triplicata. Enquanto os pontos 1,25.10% e 1,25.107 apresentaram varia¢do nos resultados, o
ponto 1,25.10"! apresentou sinal detectdvel nas trés replicatas. Foi realizada uma nova corrida
com 21 replicatas do ponto 1,25.10", que apresentaram sinal detectivel em todas as replicatas.
Dessa forma, o limite de deteccdo da técnica de qPCR do presente estudo foi o ponto menos
concentrado que apresentou sinal de amplificacdo em todas as replicatas a que foi submetido,
ou seja, o ponto 1,25.10™".

O limite de quantificacdo é a menor quantidade de analito em uma amostra que pode
ser determinado quantitativamente com precisao e acurdcia. Ha diversas formas para calcular
o LQ, entretanto, quase todos sdo através do desvio padrdo de amostras brancas (99). Nesse
caso, ndo foi possivel calcular o LQ com base nessa forma, uma vez que, no termociclador
utilizado (Corbett®), as amostras brancas ndo geram sinal de fluorescéncia e,
consequentemente, ndo € possivel calcular o desvio padrao. O LQ pode ser calculado baseado
em uma avaliacdo visual, que consiste na andlise de amostras com concentracdes conhecidas

de analito, estabelecendo um nivel minimo em que este analito pode ser quantificado com
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precisdo e acurdcia (99). Sendo assim, estabeleceu-se o mesmo método para calcular LQ e

LD.

3.2. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo setor de Estatistica — FCM — Unicamp. A
andlise das varidveis categdricas entre os grupos foi realizada pelo teste exato de Fischer, e a
andlise das varidveis numéricas (hemocultura e qPCR) foi realizada pelo teste de Mann-
Whitney. Os dois testes foram realizados no software The SAS System for Windows

(Statistical Analysis System), versdo 9.4. SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, USA.



36

4. Resultados

4.1. Perfil dos pacientes

Grupo A

Entre os nove pacientes portadores da DC e que realizaram o transplante renal, cinco
foram do género feminino e quatro do género masculino. A média de idade foi 51 + 11 anos.
Em relacdo a sorologia, seis apresentaram sorologias positivas e trés apresentaram sorologia
inconclusiva (Tabela 1).

Apenas um paciente apresentou a forma cardiaca da DC, cinco apresentaram a forma
indeterminada e, em trés casos (que apresentaram sorologia inconclusiva), ndo havia
informacdes sobre a forma clinica da DC no prontudrio, uma vez que o diagndstico
laboratorial nao foi confirmado (Tabela 1).

Quanto a origem, os pacientes sdo provenientes dos estados de Minas Gerais (4), Sao

Paulo (2), Paraiba (1), Bahia (1) e Parana (1) (Tabela 1).

Estado Forma Ano de
Paciente Género Idade Sorologia
Origem Clinica Tratamento
QLM: R
MCBS Feminino 66 Paraiba I 1996
IFI: > 1/40
QLM: R
VLC Feminino 40 Minas Gerais C 2013
IFI: > 1/40
Elisa: Inc
AMC Feminino 51 Bahia SI SI
IFI: NR
Elisa: R
ICS Masculino 41 Sao Paulo SI SI
IFI: NR
QML: R
GCL Masculino 63 Parana | 2010
IFL: R
QML: R
ISL Feminino 35 Minas Gerais 1 2011

IFI: R
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QLM: R
JRO Masculino 47 Minas Gerais I 2013
IFI: > 1/40
Elisa: NR
LDRB Feminino 55 Minas Gerais SI SI
QML: Inc
QLM: R
SCSF  Masculino 67 Sao Paulo | 2016
IFI: > 1/40

TABELA 1: PERFIL DOS PACIENTES DO GRUPO A. I: INDETERMINADA ; C: CARDIACA;
SI: SEM INFORMACAO; QML: QUIMIOLUMINESCENCIA ; IFI: IMUNOFLUORESCENCIA
INDIRETA ; R: REAGENTE; INC: INCONCLUSIVA ; NR: NAO REAGENTE.

As informagdes sobre doenca renal de base antes do transplante, ano do transplante,

tipo de doador e esquema de imunossupressao adotado estdo descritos na Tabela 2.

Ano do Tipo de Esquema

Paciente  Doenca de Base . .
imunossupressiao

Transplante  doador

Azatioprina

MCBS IRC Pielonefrite 1996 Aparentado Prednisona

Ciclosporina

Tacrolimo

Micofenolato de Mofetila

VLC IRC Indeterminada 2015 Cadaver

Prednisona

Tacrolimo

AMC GNC 2010 Cadiaver  Micofenolato de Mofetila

Prednisona

Tacrolimo

Glomeruloesclerose Micofenolato de S6dio

2010 Cadaver

ICS
Focal
Prednisona

Tacrolimo

Nefropatia
2011 Cadéver

GLC
Micofenolato de Mofetila

diabética




Prednisona

ISL GNC 2014

Cadaver

Tacrolimo

Micofenolato de Mofetila

Prednisona

JRO GNC 2014

Cadaver

Tacrolimo

Micofenolato de Mofetila

Prednisona

LDRB GNC 2002

Cadaver

Micofenolato de Mofetila

Prednisona

SCSF DRC por AINE 2016

Cadaver

Basiliximabe
Metilprednisolona
Tacrolimo

Micofenolato de Sédio

TABELA 2: CARACTERISTICAS DO TRANSPLANTE DE CADA PACIENTE. IRC:
INSUFICIENCIA RENAL CRONICA ; GNC: GLOMERULONEFRITE CRONICA; DRC: DOENCA
RENAL CRONICA ; AINE: ANTI-INFLAMATORIO NAO ESTEROIDE.

Grupo B
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O grupo B foi composto por 15 pacientes, dos quais nove eram do género feminino e

seis do gé€nero masculino. A média de idade foi 54+12 anos. Dos pacientes do grupo B,

apenas um apresentou resultados sorolégicos negativos, mas, neste caso, foi diagnosticado

pela técnica de PCR externa a Unicamp, por ser proveniente de drea endémica e também por

apresentar a forma digestiva da DC. Em 14 pacientes a sorologia foi positiva (Tabela 3).

Em relagdo a forma clinica da DC, cinco apresentaram a forma digestiva, quatro

apresentaram a forma indeterminada, trés apresentaram a forma cardiaca e trés apresentaram a

forma mista. Os pacientes desse grupo ndo realizaram tratamento especifico para a DC

(Tabela 3).

Em relacdo a origem, os pacientes sdo provenientes dos estados de Minas Gerais (7),

Sdo Paulo (2), Bahia (2), Parana (2) e Pernambuco (2) (Tabela 3).



Estado Forma
Paciente  Género Idade Tratamento  Sorologia
Origem Clinica
Masculino _ QLM: R
TGFN 64 Minas Gerais CD Niao
IFI: > 1/40
Masculino - QLM: R
MGF 57 Minas Gerais I Nao
IFL: > 1/40
Feminino - QLM: R
MEFS 69 Pernambuco I Nao
IFI: > 1/40
Feminino - QLM: R
MFLA 50 Parand CD Nao
IFI: > 1/40
Feminino - QLM: R
MAB 68 Minas Gerais  CD Nao
IFI: 1/1280
Feminino - QLM: NR
MRA 24 Minas Gerais D Nao
IFI: NR
Masculino - QLM: R
NDC 60 Bahia D Nao
IFI: 1/40
Feminino - QLM: R
SSSS 48 Minas Gerais C Nao
IFI: > 1/40
Feminino - QLM: R
JASS 73 S3o Paulo D Nao
IFI: > 1/40
Feminino - QLM: R
MCS 63 Sio Paulo I Néo
IFI: > 1/40
Masculino - QLM: R
RLC 51 Minas Gerais I Nao
IFI: > 1/40
Masculino - QLM: R
JNGF 43 Pernambuco D Nao
IFI: > 1/40
Masculino - QLM: R
CAM 49 Bahia D Nao
IFI: > 1/40
Feminino ~ QLM: R
NVA 47 Minas Gerais C Nao
IFI: R
Feminino - QLM: R
GS 48 Parani C Nao

IFI: > 1/40
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TABELA 3: PERFIL DOS PACIENTES DO GRUPO B. CD: CARDIODIGESTIVA; I:
INDETERMINADA ; D: DIGESTIVA; C: CARDIACA; QML: QUIMIOLUMINESCENCIA; IFI:
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA ; R: REAGENTE; NR: NAO REAGENTE.

4.2. Hemocultura

A técnica de hemocultura foi realizada em todos os pacientes do grupo A e do grupo
B. No grupo A, todas as hemoculturas foram negativas, enquanto que no grupo B houve
quatro hemoculturas positivas (26%). Todas as quatro hemoculturas positivas foram em
pacientes do género feminino (Tabela 4). Em trés pacientes, o parasito foi encontrado apenas
em um tubo, dos quatro que foram cultivados. Em um caso, o parasito foi encontrado em trés
dos quatro tubos cultivados, demonstrando parasitemia alta. A média de tempo para

positivacdo das amostras foi de 97,5 + 28dias.

Pacientes Grupo A Grupo B
Hemocultura positiva - 4
Hemocultura negativa 09 11

Total 09 15

TABELA 4: RESULTADOS DA HEMOCULTURA PARA O T.CRUZI POR GRUPO.
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FIGURA 6: FORMAS EPIMASTIGOTAS DO T. CRUZI EM REPIQUE DE HEMOCULTURA
POSITIVA.

4.3. Testes moleculares

A concentragdo de DNA das amostras foi determinada em espectrofotdmetro (Nano
drop 1000, Thermo Scientific®). As amostras apresentaram um baixo rendimento, ao se
comparar com o rendimento dos resultados experimentais fornecidos pelo Kit High Pure PCR
Template Preparation Roche® (rendimento de 20 pug para amostra de 200 ul de buffy coat)
(Tabelas 5 e 6):

Grupo A
Paciente ng/ul 260/280 nm 260/230 nm
MCBS 6,2 0,62 0,14
VLC 41,2 1,10 0,30
AMC 9,5 2,17 4,78
ICS 11,3 1,49 0,84
GLC 10,1 1,92 1,48
ISL 9,5 1,23 0,39
JRO 7,5 1,05 0,25
LDRB 6.6 1,39 0,54
SCSF 13,5 1,11 0,34

TABELA 5: CONCENTRACAO E ABSORBANCIA OBTIDAS NA EXTRACAO DE DNA DOS
PACIENTES DO GRUPO A.

Grupo B
Paciente ng/ul 260/280 nm 260/230 nm
TFGN 10,3 1,97 1,39
MGF 8,1 2,04 2,02

MFS 27,1 2,03 1,83
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MFLA 17,4 1,99 1,62
MAB 36,3 1,91 1,24
MRA 16,9 2,16 1,48
NDC 15,0 1,93 0,86
SSSS 1,7 1,38 0,33
JASS 15,5 1,36 0,51
MCS 4,5 1,92 -2,29
RLC 5,9 1,78 3,13
JNGF 24,0 1,97 2,64
CAM 88,0 1,97 2,10
NVA 27,8 1,85 1,23

GS 13,1 1,85 1,34

TABELA 6: CONCENTRACAO E ABSORBANCIA OBTIDAS NA EXTRACAO DE DNA DOS
PACIENTES DO GRUPO B.

PCR em tempo real
Curva padrao

Conforme demonstrado nas Figuras 7 e 8, a curva padrdo utilizada nesse estudo
apresentou linearidade nos pontos 1,25.10° a 1,25.10"!. Os parimetros analisados ficaram
dentro do padrdo esperado para a confiabilidade dos resultados. A eficiéncia encontrada foi de
0,96 (valor ideal = 0,90- 1,00), slope -3,42 (valor ideal = -3,32), R% 0,99 (valor ideal = 0,99).
A eficiéncia foi calculada pelo software, de acordo com a férmula E= 107161°Pe)_1

Os pontos da curva foram feitos em triplicata € uma amostra sem DNA (no template
control — NTC) foi adicionada a reag@o para confirmar a auséncia de contaminantes.

O limite de quantificacio do método de qPCR foi 0,1 parasito/ml, e as amostras que

apresentaram valor abaixo do limite de quantificagdo ndo puderam ser quantificadas.
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Concentration

FIGURA 7: RETA DA CURVA PADRAO, APRESENTANDO LINEARIDADE ENTRE OS
PONTOS 10° A 1071,

Threshold

Norm. Fluoro.

Cycle

FIGURA 8: REPRESENTACAO GRAFICA DA CURVA PADRAO DA PCR EM TEMPO REAL.

Quantificac¢do das amostras (QPCR)

Em cada corrida para quantificacdo do 7. cruzi nos pacientes dos grupos A e B, foram

utilizadas, além de cada amostra em duplicata, um ponto intermedidrio da curva padrdo e uma
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amostra NTC, para confirmar que ndo houve contaminagdo durante a realizacdo do
procedimento. A integridade das amostras de DNA foi confirmada pelo uso de um controle
interno, o gene da RNAse P.

O célculo das concentragdes finais obtidas foi baseado na seguinte formula:

dade obtido na corrida x volume sluicio da amostra

Resultado (copia por ml) = .
volume de amostra na extragao

Conforme € possivel verificar nas Tabelas 7 e 8, apenas trés amostras do grupo B
foram quantificadas em 0,1 parasito/ml, enquanto as outras doze amostras do grupo B e sete
do grupo A apresentaram a quantificacdo menor do que o limite de quantificacdo da técnica
(1,25.10™"). Isso significa que as amostras apresentaram sinal de fluorescéncia, mas em um
ciclo tardio, porém, a curva gerada pelo software se assemelha muito a da curva padrdo
(Figura 9). Dessa forma, tais amostras foram consideradas positivas, porém nao
quantificadveis. Duas amostras do grupo A ndo apresentaram sinal de fluorescéncia, e,

portanto, foram consideradas negativas.

Grupo A
Paciente Quantificacao Ciclo Threshold
MCBS 0,0021 40,2
VLC Negativo -
AMC 0,0018 40,1
ICS Negativo -
GLC 0,0008 41,8
ISL 0,01 38,5
JRO 0,0017 40,1
LDRB 0,0018 39,9
SCSF 0,0051 38,5

TABELA 7: QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS DE PACIENTES DO GRUPO A, OBTIDAS
PELA TECNICA DE QPCR.
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Grupo B
Paciente Quantificacao Ciclo Threshold

TFGN 0,0030 35,4
MGF 0,0003 38,5
MFS 0,0017 37,9
MFLA 0,0028 40,9
MAB 0,0002 38,9
MRA 0,0002 39,4
NDC 0,0016 41,8
SSSS 0,0003 40,3
JASS 0,0176 37,2
MCS 0,0005 41,9
RLC 0,033 35,4
JNGF 0,0067 37,7
CAM 0,11 33,7
NVA 0,134 33,3
GS 0,117 33,9

TABELA 8: QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS DE PACIENTES DO GRUPO B, OBTIDAS

PELA TECNICA DE QPCR.

Threshald

Morm . Fluoro.

Norm. Fluoro.

Threshold

30 35 40 45

FIGURA 9: EXEMPLO DE DUAS AMOSTRAS COM A QUANTIFICACAO ABAIXO DO LIMITE
DE QUANTIFICACAO. A- EM VERMELHO: PONTOS DA CURVA PADRAO EM TRIPLICATA, VERDE
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E ROSA: AMOSTRAS EM DUPLICATA SENDO DETECTADAS EM CTS TARDIOS. B: VERDE E
ROSA: AMPLIFICACAO DO GENE DA RNASE P, DEMONSTRANDO A INTEGRIDADE DOS DNAS.

Comparagdo entre as técnicas de gPCR, hemocultura e tratamento com benznidazol

Com o intuito de analisar a concordincia dos resultados entre as duas técnicas, foi
realizada uma comparagdo entre os resultados e o tratamento com benznidazol, tanto dos
pacientes do grupo A como nos pacientes do grupo B, conforme demonstra a Tabela 9.

No grupo A, trés pacientes (33%) apresentaram sorologias inconclusivas e
hemocultura negativa. Estes trés pacientes ndo realizaram o tratamento para a DC. Desses
trés, dois apresentaram resultado abaixo do limite de quantificacdo e um foi negativo. Os
outros seis pacientes apresentaram sorologias positivas e hemoculturas negativas. Um
apresentou qPCR negativa e cinco apresentaram resultados abaixo do limite de quantificacio.
Estes seis pacientes realizaram o tratamento com benznidazol.

No grupo B, quatro pacientes com sorologias positivas apresentaram hemoculturas
positivas para o T. cruzi, mas apresentaram resultado pela qPCR abaixo do limite de
quantificacdo. Um paciente apresentou sorologia ndo reagente (PCR convencional positiva —
resultado externo), hemocultura negativa e resultado pela qPCR abaixo do limite de
quantificagdo. Os demais onze pacientes apresentaram sorologias positivas € hemoculturas
negativas, e trés desses foram quantificados pela qQPCR em 0,1 parasito/ml, enquanto outros
oito apresentaram resultado abaixo do limite de quantificacdo. Nenhum paciente do grupo B

realizou tratamento especifico para a DC.

Grupo A
Paciente Sorologia Hemocultura Quantificacao Tratamento
MCBS Reagente Negativa 0,0021 Sim
VLC Reagente Negativa Negativo Sim
AMC Duvidosa Negativa 0.0018 Nio
ICS Duvidosa Negativa Negativo Nio
GLC Reagente Negativa 0,00085 Sim
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ISL Reagente Negativa 0.01 Sim
JRO Reagente Negativa 0.0017 Sim
LDRB Duvidosa Negativa 0,0018 Nio
SCSF Reagente Negativa 0,0051 Sim

TABELA 9: RESULTADOS DAS TECNICAS DE SOROLOGIA, HEMOCULTURA E QPCR,E O
TRATAMENTO PARA DC DOS PACIENTES DO GRUPO A.

Grupo B

Paciente Sorologia Hemocultura Quantificacao Tratamento
TFGN Reagente Negativa 0,0030 Nao
MGF Reagente Negativa 0,0003 Nao
MFS Reagente Negativa 0,0017 Nao
MFLA Reagente Negativa 0,0028 Nao
MAB Reagente Positiva 0,0002 Nao
MRA Nao reagente * Negativa 0,0002 Nao
NDC Reagente Negativa 0,0016 Nao
SSSS Reagente Positiva 0,0003 Nao
JASS Reagente Positiva 0,0176 Nao
MCS Reagente Positiva 0,0005 Nao
RLC Reagente Negativa 0,033 Nao
JNGF Reagente Negativa 0,0067 Nao
CAM Reagente Negativa 0,11 Nao
NVA Reagente Negativa 0,134 Nao
GS Reagente Negativa 0,117 Nao

TABELA 10: RESULTADOS DAS TECNICAS DE SOROLOGIA, HEMOCULTURA E QPCR, E
O TRATAMENTO PARA DC DOS PACIENTES DO GRUPO B.
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4.4. Analise Estatistica

O teste exato de Fischer foi utilizado para comparar varidveis categéricas entre os dois
grupos estudados (Tabelas 11 e 12).

A Grupo
GENERO Total
A B
5 9
Feminino 35.71 64.29 14
55.56 60.00
4 6
Masculino 40.00 60.00 10
44.44 40.00
Total 9 15 24

P-valor: 1.0000

TABELA 11: ANALISE ESTATISTICA DA DIFERENCA DE GENERO ENTRE OS GRUPOS A E
B PELO TESTE EXATO DE FISCHER.

Grupo
HEMOCULTURA Total

A B
9 11

Negativa 45.00 55.00 14

100.00 73.33

0 4

Positiva 10

0.00 100.00




49

0.00 26.67

Total 9 15 24

P-valor: 0.2589

TABELA 12: ANALISE ESTATISTICA DA DIFERENCA DOS RESULTADOS DE
HEMOCULTURA ENTRE OS GRUPOS A E B PELO TESTE EXATO DE FISCHER.

A andlise das varidveis numéricas foi realizada pelo teste de Mann-Whitney (Tabelas
13 e 14).

Grupo Varidvel N Média  Mediana D.P. Min Max P-valor
Idade 9 51.27 51.00 11.88 35.00 67.00 0.4925
A Quantificagdo 9 0.0026  0.0018 0.0032  0.0000 0.100 0.3398
Idade 15 54.27 51.00 12.53 24.00 73.00
B

Quantificagdo 15 0.0286 0.0028 0.0485 0.0003 0,1340

TABELA 13: ANALISE COMPARATIVA ENTRE IDADE E QUANTIFICACAO PELA QPCR
PELO TESTE DE MANN-WHITNEY. N: NOMERO; D.P.: DESVIO PADRAO; MIN.: MINIMO; MAX:
MAXIMO.

Hemocultura Variavel N Média Mediana D.P. Min Max  P-valor

Negativa ~ Quantificagdo 11 0.0373  0.0031  0.0544 0.0003 0.1340 0.1704

Positiva 4 0.0047 0.0005 0.0086 0.0003 0.0176

TABELA 14: ANALISE COMPARATIVA ENTRE HEMOCULTURA E QPCR PELO TESTE DE
MANN-WHITNEY. N: NUMERO; D.P.: DESVIO PADRAO; MIN.: MINIMO; MAX: MAXIMO.

Em todos os parametros analisados, o valor de p ndo apresentou significincia
estatistica.
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5. Discussao

No presente trabalho buscou-se analisar a parasitemia por 7. cruzi em pacientes
transplantados renais através das técnicas de hemocultura e PCR em tempo real. No grupo de
pacientes transplantados, dos nove pacientes, nenhum apresentou hemocultura positiva. No
grupo B, composto por 15 pacientes ndo transplantados, sem imunossupressdo e ndo tratados
para a DC, a hemocultura foi positiva em quatro das 15 amostras (26%).

Conforme relatado na literatura, a técnica de hemocultura apresenta variados indices
de positividade (0% a 97,4%) (64). Entretanto, para obter indices maiores Chiari (101) e Luz
(63), propuseram algumas alteracdes no protocolo, como remog¢do do plasma do sangue total
antes da adicao do meio de cultura, processamento imediato da amostra apds a coleta e leitura
da amostra por 120 dias apds a coleta. Com essas alteracdes, os autores encontraram indices
de 55,5% (22/40) e 79% (41/52) de positividade, respectivamente. No presente estudo foram
utilizadas as modificacdes sugeridas por estes autores.

Alguns autores utilizaram a hemocultura em conjunto com outros métodos para
detectar a reativacdo da DC em individuos imunossuprimidos, e os resultados encontrados
também foram variados: Braz e colaboradores (2001) demonstraram que, de 38 pacientes
transplantados ou HIV positivos, apenas dois tiveram hemoculturas positivas, enquanto 10
apresentaram xenodiagnodsticos positivos (102). Em outra ocasido, Braz e colaboradores
(2013) observaram que, das 70 amostras de pacientes transplantados cardiacos, apenas seis
tiveram hemoculturas positivas, enquanto em nove os xenodiagndsticos foram positivos
(103). Entretanto, em um paciente portador do virus HIV que apresentou reativacdo da DC, a
hemocultura foi positiva antes do tratamento especifico para a DC e, apds o tratamento, em
duas coletas, os resultados foram negativos (104).

No presente estudo, era esperado encontrar hemoculturas positivas nos pacientes do
grupo A, uma vez que a parasitemia em pacientes imunossuprimidos deveria ser mais intensa,
0 que ndo ocorreu. Dentre os nove pacientes transplantados, seis deles foram tratados com
benznidazol e trés apresentaram sorologia duvidosa, podendo ndo se tratar de pacientes
chagésicos, com possibilidade de reagdes cruzadas com outras doengas, como leishmanioses.
Como houve tratamento etiol6gico, pressupde-se que este tenha sido eficaz em erradicar o
parasito, curando a doenc¢a, ou, no minimo, diminuindo a parasitemia a ponto de ndo
conseguir resultado positivo na hemocultura. No grupo B, por conter pacientes chagasicos

cronicos, possivelmente imunocompentes e nao tratados para a DC, a positividade da
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hemocultura foi de 26% (4/15), ou seja, esta de acordo com os achados da literatura, uma vez
que esta varia de 0% a 97,4% (64). Nao foi observada diferenca estatistica significante entre
os resultados de hemocultura dos grupos A e B (p<0,05).

Em relacdo a técnica de qPCR, na metodologia na qual este estudo foi baseado (97),
foi utilizado o sistema Tagman®, uma sonda que emite fluorescéncia apds a atividade
exonuclease 5’ -> 3’ da Tag DNA polimerase (105); o alvo molecular foi o DNA satélite do
T. cruzi e a extracdo de DNA foi realizada a partir do buffy coat obtido de amostra de sangue
de 6 ml com o Kit Comercial High Pure PCR Template Preparation (Roche®). Em
contrapartida ao estudo de referéncia (97), no qual encontraram linearidade nos pontos 10° a
10! da curva padrio, nesse estudo foi possivel obter linearidade nos pontos 10° a 10”!, o que
ampliou o limite de quantificagdo das amostras.

Sabendo que o limite de quantificacdo da técnica foi 0,1 parasito/mL, apenas trés
amostras do grupo B foram quantificadas em 0,1 parasito/ml. Dois pacientes do grupo A nédo
apresentaram sinal de fluorescéncia e foram considerados negativos. As demais amostras do
grupo A e do grupo B apresentaram sinal de fluorescéncia, mas nao foram quantificadas. Para
os pacientes do grupo A, era esperado que apresentassem uma quantificacao alta, uma vez que
sdo imunossuprimidos, enquanto que no grupo B eram esperados resultados de baixa
parasitemia, pois sdo pacientes chagésicos cronicos. Dos trés pacientes do grupo A que
apresentaram sorologia inconclusiva, um foi negativo para qPCR, o que pode ser interpretado
como que o paciente ndo era portador da DC, e dois apresentaram sinal de fluorescéncia, mas
sem quantificacdo, podendo significar que a parasitemia se apresentava muito baixa, apesar da
imunossupressdo. Tal comportamento da parasitemia em imunossuprimidos, sem tratamento
especifico para a DC, fica dificil ser interpretado, uma vez que ainda nao foi descrito falsa
positividade no diagnostico molecular da DC.

Ao contrdrio do encontrado no presente estudo, Duffy er al (2009) (81) observaram
parasitemia elevada em trés pacientes transplantados cardiacos que sofreram reativacdo da
DC, sendo que, em um paciente, houve reducdo da carga parasitdria apés a administracdo do
tratamento especifico com benznidazol. Provavelmente, essa diferenca deve-se ao fato de as
amostras de sangue de tal estudo terem sido misturadas com tampao guanidina-EDTA antes
da extracdo de DNA, que foi realizada com kit comercial QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen®,
Valencia, CA). A metodologia de qPCR foi realizada com o sistema SYBR Green, e o alvo
molecular foi o DNA satélite do T.cruzi. A curva padrdo foi realizada com os pontos 10° até

0,001 parasito/ml.
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Utilizando trés alvos moleculares (DNA satélite, kKDNA e 18S rRNA) para a
quantificacdo de 7. cruzi, Qvarnstrom et al (2012) (82) analisaram sangue de 25 individuos
imunossuprimidos, dos quais 16 foram positivos para pelo menos um alvo, e houve
concordancia dos resultados em 94% das amostras analisadas. Na metodologia descrita por
Qvarnstrom et al (82), o DNA foi extraido de sangue e buffy coat através do kit QIAamp
blood mini DNA kit (QIAGEN, Valencia, Calif.). As reacdes de qPCR para os trés alvos
foram realizadas com o sistema Tagman®, e o controle positivo da reacdo foi a cepa Y do T.
cruzi em duas diferentes diluicoes.

Pacientes chagdsicos co-infectados com o virus HIV foram analisados no estudo de
Freitas et al (2011) (106). Foram analisados 54 pacientes chagdsicos cronicos e
imunocompetentes, além de 34 co-infectados, dos quais cinco tiveram reativacdo da DC. Na
reacdo de qPCR foi utilizada a metodologia SYBR Green e o alvo molecular foi a regido
microssatélite do 7. cruzi, com os primers TCZ 3 e TCZ4. A curva padrao foi realizada com
os pontos 10° a 10 parasitos/ml. O maior nivel de parasitemia foi encontrado no grupo de
pacientes que apresentaram reativacdo da DC, seguido pelos pacientes co-infectados que ndo
apresentaram reativacdo e por ultimo, os pacientes cronicos, demonstrando que pacientes que
sofrem reativacao da DC apresentam nivel alto de parasitemia.

A utilizacdo do sistema SYBR Green, citado anteriormente em dois trabalhos que
quantificaram a parasitemia pelo 7. cruzi, apresenta vantagens como baixo custo e facilidade
no uso, entretanto, se liga a todo DNA dupla fita que surge durante a reacdo (incluindo
dimeros dos primers e outros produtos inespecificos), podendo superestimar a concentracao
do fragmento alvo. Em contrapartida, o sistema Tagman® ¢é considerado sensivel para
detectar a presenca ou auséncia de sequéncias especificas (105).

Diversos estudos, clinicos e experimentais, utilizaram a técnica de qPCR para
quantificar a parasitemia por T.cruzi (107-111). No que diz respeito ao protocolo para
realizacdo da técnica, tais estudos demonstraram grande variacdo em relacdo ao material
bioldgico e tipo de extracdo de DNA, alvo molecular do parasito, controle interno da reagao,
elaboracdo da curva padrdo e andlise dos resultados. Com o objetivo de chegar a um consenso
para a padronizacdo de um protocolo, foi realizado um estudo internacional, com a
participacdo de vdrios laboratérios, para comparar a eficicia da técnica em detectar e
quantificar o parasito (83). O resultado desse estudo foi a apresentacdo de quatro técnicas
moleculares que apresentaram melhores resultados, sendo duas qualitativas e duas

quantitativas. O protocolo que foi seguido no presente estudo foi um dos que apresentaram
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melhores resultados quantitativos, onde 16 de 18 amostras analisadas foram quantificadas
97).

Em relacdo aos trés pacientes com resultados soroldgicos inconclusivos do grupo A, a
sorologia foi realizada antes do transplante. Portanto, ndo € possivel dizer que estes resultados
inconclusivos sejam devido a imunossupressdo, o que poderia retardar a produgdo de
anticorpos (27). Uma paciente do grupo B apresentou sorologia persistentemente nao
reagente, mas foi confirmada com a DC, pois, além de ter apresentado PCR convencional
positiva, tem a forma digestiva da DC. Assim, como sugeriu Batista et al (2010) (76), muitos
pacientes com megaesdfago chagdsico apresentam sorologia negativa para a DC. Estudos vém
tentando analisar a concordancia entre a sorologia e PCR para a DC (108,112), entretanto, ha
limitacdes em ambas as técnicas, podendo citar principalmente a diversidade genética do
parasito e a auséncia de padronizacdo para realizacdo na técnica molecular, resultando em
diferentes niveis de sensibilidade.

As técnicas soroldgicas e moleculares tém sido utilizadas também para analisar a
eficicia do tratamento contra a DC. Aguiar et al (2012) (89) utilizaram trés técnicas
laboratoriais (hemocultura, sorologia — ELISA e IFI - e NPCR) para avaliar pacientes que
realizaram o tratamento para a DC (n=29) e pacientes ndo tratados (n=10). Dos pacientes
tratados, 29 foram positivos pela técnica de ELISA, 27 pela IFI, 14 positivos e trés
inconclusivos pela NPCR. Nenhum paciente deste grupo apresentou hemocultura positiva. No
grupo de pacientes ndo tratados, 10 foram positivos pelo ELISA e pelo IFI, sete pela NPCR e
quatro pela hemocultura. Os autores concluiram que, em alguns casos, houve falha terap€utica
evidenciada pela NPCR, mas que, na maioria dos casos, o benznidazol foi capaz de diminuir a
quantidade de parasitos na corrente sanguinea, o que foi demonstrado pelos resultados da
hemocultura.

Machado-de-Assis et al analisaram 29 pacientes tratados e 29 ndo tratados. A
sorologia foi reagente em todos os pacientes tratados e ndo tratados, enquanto a PCR foi
positiva em 44,8% de pacientes tratados e 13,8% de pacientes ndo tratados. Os autores
atribufram estes resultados a parasitemia baixa e intermitente em pacientes com a fase cronica
da DC. Estes dados demonstram que a PCR € mais fidedigna quanto a queda da parasitemia,
considerando que os anticorpos evidenciados pela sorologia permanecem circulantes, mesmo
apo6s a evidéncia de cura terapéutica.

O tratamento especifico é indicado formalmente em pacientes que sofrem reativacao
da DC, assim como para a fase aguda (27). Dos nove pacientes transplantados avaliados neste

estudo, sete apresentaram o resultado pela qPCR abaixo do limite de quantificacdo, sendo que
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seis realizaram o tratamento especifico para a doenga. Portanto, pode-se interpretar que nao
houve cura parasitolégica, mas uma redugdo expressiva e mantida da parasitemia. A sorologia
positiva para DC é compativel com essa interpretacdo. O resultado da qPCR, assim, pode
auxiliar quanto a falha terapéutica, uma vez que a sorologia convencional pode levar muitos
anos para demonstrar a reducio dos titulos de anticorpos IgG ou negativar-se, nos casos em
que o benznidazol tenha sido eficaz.

Em individuos submetidos ao transplante renal, os principais sintomas que sugerem
reativacio da DC sdo febre, fraqueza e lesdes cutdneas eritematosas e doloridas
(31,44,46,113). Os pacientes transplantados do presente estudo ndo apresentaram, até o
momento, reativacdo da DC. No entanto, ndo se pode afirmar com certeza que o tratamento
especifico para a DC seja o responsdvel por este fato. Todavia, a baixa parasitemia
demonstrada pelo exame de qPCR pode ter contribuido para este fato. Estudos afirmam que
o tratamento com benznidazol resultou no controle da reativacdo da DC apo6s transplante renal
e cardiaco (31,114). Os pacientes foram transplantados em diferentes épocas (1996 a 2016), e,
no paciente submetido ao transplante mais recentemente (2016), houve a administragao do
tratamento antes do transplante. No caso dos outros pacientes, todos foram transplantados ha
mais de um ano, e, portanto, a imunossupressdo desses foi menos intensa (imunossupressao
de manutencdo), conforme € recomendado pelo Ministério da Sadde (95). Além disso, a
reativacdo da DC em pacientes imunossuprimidos ocorre, geralmente, no primeiro ano apds o
transplante (43), e, o fato dos pacientes do grupo A terem sido transplantados hd mais de um
ano, e por seis deles terem sido tratados com benznidazol, pode ter resultado na reducao da
parasitemia.

A recomendagdo do Ministério da Sadde (95) para a imunossupressdo de manutencao
€ a utilizacdo da terapia tripla composta por prednisona, azatioprina, ciclosporina ou
tacrolimo, podendo, em casos especificos, substituir um dos medicamentos por derivados do
acido micofendlico. Como nao foram observados sinais clinicos ou laboratoriais de reativacao
da DC em nenhum paciente, ndo foi possivel correlacionar a reativacdo com a droga
imunossupressora utilizada, assim como o fez Bacal et al (2005) (96), que averiguou que a
utilizacdo de micofenolato de mofetila pode aumentar a reativacdo da DC em pacientes
transplantados cardiacos.

Os testes sorologicos ndo detectam a reativacdo da DC, mas sdo utilizados como
critério de cura, principalmente quando negativam. No presente estudo se mantiveram em
titulacdo maior do que a considerada positiva, indicando, por este critério, que ndo houve cura

sorolégica no periodo de observacdo, apds o tratamento especifico.
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A reativacdo da DC é uma preocupagdo constante em pacientes com a imunidade
comprometida, decorrente do fato de o quadro clinico ser, por vezes, mais grave do que em
pacientes com a infec¢do aguda primdria, que, em muitos casos, chega a ser assintomdtica. O
presente trabalho objetivou quantificar a carga parasitdria em pacientes transplantados renais,
para averiguar possivel reativacdo da DC nesse grupo de pacientes. O objetivo inicial desta
pesquisa era analisar a carga parasitaria pelo 7. cruzi através da qPCR antes e apds o
transplante, mas o nimero de pacientes encontrado foi pequeno, e oito deles j4 tinham sido
submetidos ao transplante renal anteriormente ao periodo de realizacdo do projeto. O fato de
os pacientes terem sido transplantados ha mais de um ano da coleta para realizagdo do exame,
em conjunto com a imunossupressao de manutencao, e, principalmente o fato de seis dos nove
pacientes terem sido tratados para a DC podem justificar a baixa carga parasitdria encontrada.
No grupo de chagasicos cronicos € sem imunossupressdo, a carga parasitiria também ficou
abaixo do limite de quantificacdo pela qPCR. No entanto, quatro de quinze apresentaram
hemocultura positiva pelo 7. cruzi. Nao obstante, a diferenca entre os resultados da
hemocultura e da qPCR ndo apresentaram significancia estatistica (p<0,05).

Diante dos resultados apresentados, a técnica de QPCR demonstrou ser uma técnica
eficaz para detectar a presenca do DNA de 7. cruzi em sete de nove pacientes transplantados
renais, mesmo em quantidades muito pequenas, demonstrando maior sensibilidade do que a
hemocultura. Dessa forma, em pacientes transplantados, a qPCR poderd ser utilizada na
monitorizagdo da parasitemia pelo T.cruzi, com o objetivo de detectar precocemente sua
elevacdo, e, assim, possibilitar condutas no sentido de evitar maiores complicacdes em
consequéncia da reativacdo da DC. O presente estudo demonstrou, também, que a
monitorizacdo da parasitemia pela qPCR nestes pacientes deverd ocorrer independentemente

de ter havido ou ndo tratamento especifico para o 7. cruzi.
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6. Conclusoes

* Foi possivel quantificar a carga parasitdria por 7. cruzi em trés pacientes ndo
transplantados. Com exce¢do de dois pacientes transplantados em que ndo foi detectado o
DNA do parasito, nos demais pacientes, transplantados ou ndo, detectou-se a presenca de

DNA do parasito em menor quantidade que o limite de quantificacao da técnica;

* A qPCR apresentou maior sensibilidade do que a hemocultura no diagnéstico da DC

em pacientes transplantados e ndo transplantados;

» Nao foi encontrada relag@o entre a utilizacdo de medicamentos imunossupressores €

a carga parasitdria por 7. cruzi nos pacientes transplantados;

* A baixa carga parasitiria observada pela qPCR e a auséncia de parasitemia
evidenciada pela hemocultura encontradas no grupo de pacientes transplantados
(imunossuprimidos) sugerem que o tratamento especifico com benznidazol possa ter alguma

relacdo com estes resultados.
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8. Anexos

Anexo I: Parecer de aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Ciéncias Médicas — Unicamp
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Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, assinado por todos os

pacientes.

Termo De Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto de Pesquisa: "Quantificagdo da parasitemia pelo Trypanosoma cruzi: utilizagdo da gPCR
em transplantados renais com doencga de Chagas seguidos no Hospital de Clinicas da
UNICAMP”

Responsavel: Juliana de Jesus Guimardes Ferreira
Numero do CAAE: 45940515.5.0000.5404

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntdrio de uma pesquisa. Este
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus
direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra
com o pesquisador.

Por favor, leia com atencgdo e calma, aproveitando para esclarecer suas dividas. Se
houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé poderd esclarecé-las com o
pesquisador. Se preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras
pessoas antes de decidir participar. Se vocé ndo quiser participar ou retirar sua autoriza¢do, a
qualquer momento, ndo havera nenhum tipo de penalizagdo ou prejuizo.

Para participar do estudo serdo coletados de 20 a 30 mL de sangue por profissionais
qualificados do centro de coleta do Hospital de Clinicas, no mesmo dia da consulta de
acompanhamento previamente agendada pelo Grupo de estudos em doenga de Chagas
(GedoCh) ou pelo ambulatério de Nefrologia/HC/UNICAMP. Ha riscos minimos na coleta de
sangue sendo, o evento mais desagradavel, a dor relacionada a pun¢do venosa e manchas
roxas frequentes no local da pungdo. Ha outras complicagdes que, embora raras, podem
ocorrer: tromboflebite superficial (infeccao superficial da veia causada por coagulo), celulites
(infeccdo das camadas mais profundas da pele), puncdo do nervo periférico, pungdo
inadvertida da artéria com possivel pseudoaneurisma (hematoma na parede arterial) ou
trombose local dentre outros. O material bioldgico obtido serd processado e devidamente
armazenado no Laboratdrio de Diagndstico de Doengas Infecciosas por Técnicas de Biologia
Molecular até o final do estudo, caso seja necessario repetir o exame. Caso haja necessidade
de utilizagdo do material em pesquisas futuras aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa,
fica a seu critério escolher uma das opgdes abaixo:

( ) concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu

material bioldgico, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser
aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

( ) concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento do

meu material biologico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

Espera-se que, a partir dos resultados obtidos, seja possivel estabelecer uma relagdo
entre a quantidade de parasitas em pacientes transplantados renais e o esquema de
imunossupressdo e o tratamento da doenca de Chagas; portanto, esse estudo ndo lhe trara
beneficios diretos e imediatos. As informagdes obtidas serdo confidenciais e quaisquer dados
serao divulgados de forma que nao possibilite sua identificagdo, assegurando total privacidade.
N&o havera nenhuma forma de reembolso em dinheiro, ja que sua participagao nao lhe trara
nenhum gasto. O pesquisador responsavel pela pesquisa (identificado abaixo) lhe apresentara
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o termo e, estando de acordo com o presente documento, vocé assinara duas vias de igual
contetido e forma, ficando uma em sua posse.

Em caso de dividas sobre o estudo, vocé poderd entrar em contato com a
pesquisadora responsavel, através dos meios citados abaixo:

Endereco profissional: Laboratorio de Diagndstico de Doengas Infecciosas por Técnicas
de Biologia Molecular, localizado na Rua Alexander Fleming, prédio FCM 09, Departamento
de Clinica Médica, sala 03. Faculdade de Ciéncias Médica, UNICAMP.

Email: julianajgf@ig.com.br

Telefone: 19-35217096

Em caso de dentincias ou reclamagdes sobre sua participagao e sobre questdes éticas do
estudo, vocé pode entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da UNICAMP das 08:30hs as 13:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessélia Vieira de
Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-7187; e-
mail: cep@fcm.unicamp br

Consentimento livre e esclarecido:
Apos ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,
beneficios previstos, potenciais riscos e o incdmodo que esta possa acarretar, aceito participar:

Nome do(a) participante:

Data: / / s

(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu responsavel LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugdo 466/2012 CNS/MS e complementares na
elaboragdo do protocolo e na obtengdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro,
também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi
aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e 0s
dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou

conforme o consentimento dado pe%
&\’L’U‘ONW??' Data: / / a

(Assmatura do r}e’sq\ﬂador)
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