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RESUMO

Angiostrongiliase abdominal é uma infecgdo zoonoética causada por Angiostrongylus
costaricensis, um nematddeo com localizacdo intravascular no mesentério. O homem se
infecta acidentalmente ao ingerir alimentos ou agua contaminados com larvas de terceiro
estagio presentes no muco secretado por moluscos terrestres, hospedeiros intermediarios. O
diagndstico confirmado da infecgdo humana € feito pelo exame histopatoldgico de bidpsias ou
segmentos ressecados durante o tratamento cirargico de casos complicados. H& muitos casos
em que a histopatologia é muito sugestiva, porém sem evidenciarem-se estruturas do parasito
nos cortes. Desse modo, 0 objetivo foi padronizar a extracdo de DNA em tecidos embebidos
em parafina em modelo murino visando a deteccdo de acidos nucléicos e posterior utilizagdo
no estudo de casos suspeitos a partir do exame histopatolégico em humanos. Materiais e
Métodos: 45 amostras de cada tecido de figado, pulm&o, mesentério e intestino, totalizando
180 amostras de 15 camundongos infectados com Angiostrongylus costaricensis; e vermes de
Angiostrongylus cantonensis foram embebidos separadamente em parafina e nesses blocos
contendo os tecidos foram realizados cortes histologicos de 3 pum para coloragdo por
Hematoxilina-Eosina, e confirmado a presenca de estruturas parasitarias, foram coletados de
24 a 31 cortes de 10 um em um microtubo para a extracdo de DNA. Para a padronizacao do
método, vermes foram embebidos em parafina em diferentes condicBes tais como o tipo de
fixador, tempo de fixacdo e marcas comerciais de parafina. A partir dos cortes foram
realizadas as extracfes de DNA com o Kit Quiagen DNEasy tissue. Para a detec¢do de DNA
especifico de Angiostrongylus foi utilizado a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), para
amplificacdo de uma sequéncia de 232pb, previamente desenhada para ensaios de deteccdo
em soro humano. Em 33 amostras de figado, 12 de pulmao, 45 de mesentério e 36 da parede
intestinal houve amplificacdo do segmento de 232pb. Para as diferentes condi¢bes de
emblocamento, as amplificacbes do DNA das amostras a partir do fixador formalina
tamponada foram mais frequentes quando comparado com a formalina ndo tamponada; o
tempo de fixacdo e o tipo de parafina ndo interferiram na deteccdo de &cidos nucléicos,
entretanto, a quantidade de parafina no tecido parece influenciar no desempenho do método,
pois nas amostras onde havia excesso de parafina ndo houve amplificacdo. O segmento de
232pb também ndo foi visualizado nas amostras onde ndo foi evidenciada a presenca de
estruturas parasitarias, sugerindo que a informacéo provinda da histopatologia deve orientar a
retirada da amostra para extracdo de DNA, como aquelas de maior probabilidade de possuir
estruturas parasitarias nas proximidades da lesdo, mesmo que degradadas. A descricdo do
desempenho da PCR como recurso diagnostico da infecgdo humana, em material embebido
em parafina, depende da avaliacdo detalhada dos critérios de suspeita na histopatologia
correlacionada com a frequéncia e reprodutibilidade do resultado da extragdo de DNA e sua
amplificagéo.

Palavras-chave: Angiostrongylus costaricensis. Angiostrongiliase abdominal. PCR. Tecido
embebido em parafina.



ABSTRACT

Abdominal angiostrongyliasis is a zoonotic infection caused by Angiostrongylus
costaricensis, a nematode with intravascular location in the mesentery. Humans become
accidentally infected by ingesting food or water contaminated with third stage larvae present
in mucus secreted by intermediate hosts, terrestrial mollusks. The confirmed diagnosis of
human infection is made only through histopathology of biopsies or mesenteric tissues
removed during surgical treatment. There are many cases in which the pathology is very
suggestive however there is no evidence of parasite structures in the sections. Thus, the goal
of this study was to standardize the extraction of DNA from formalin fixed paraffin embedded
(FFPE) tissues from mice experimentally infected with Angiostrongylus costaricensis for
DNA detection and future study of human angiostrongyliasis suspected cases. Materials and
methods: 45 samples of each tissue of liver, lung, intestine and mesentery, totalizing 180
samples from 15 infected mice with A.costaricensis. Worms of Angiostrongylus cantonensis
were separately embedded in paraffin as controls. From embedded tissues, histological
sections of 3 um were performed and stained with HE to confirm the presence of parasite
structures under the microscope. Approximately 24 to 31 sections of 10 um were used for
DNA extraction. Worms were embedded in paraffin under different conditions such as
fixative chemicals, time of fixation and types of paraffin. Specific DNA of Angiostrongylus
was detected by Polymerase Chain Reaction (PCR) to amplify a sequence of 232bp,
previously designed for detection in human serum assays. There was a positive amplification
in 33 samples from liver, 12 from lung, 45 from mesentery and 36 from intestine wall. For
different conditions of embedment, the amplification of the DNA with the buffered formalin
fixative was more efficient compared to the unbuffered one; the time of fixation and the
commercial brand of wax did not affect the detection of nucleic acids, however, the ratio of
paraffin to tissue appears to influence the performance of the method since samples with
residual paraffin no amplification was obtained. The 232bp segment also was not visualized
in samples where there was no evidence of presence of parasite structures, suggesting that
histopathology findings should guide the choice of the samples for DNA extraction, and those
most likely to have parasite structures surrounding the lesion, even if degraded. The
description of the performance of PCR in paraffin embedded tissues as a diagnostic tool in
human abdominal angiostrongyliasis depends on the detailed evaluation criteria in
histopathology and their association with a positive amplification of the specific probe.

Keywords: Angiostrongylus costaricensis. Abdominal angiostrongyliasis. PCR. Tissue
embedded in paraffin.
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1 INTRODUCAO

Angiostrongylus costaricensis (MORERA & CESPEDES, 1971), é um nematddeo que
vive nas arteriolas mesentéricas da regido ileo-cecal de roedores silvestres, tais como:
Sigmodon hispidus, na América Central, Oligoryzomis ratticeps e Oligoryzomis nigripes, no sul
do Brasil (MORERA, 1970; TESH et al., 1973; MONGE; ARROYO & SOLANO, 1978;
SANTOS, 1985; GRAEFF-TEIXEIRA et al., 1990). Os hospedeiros intermediérios sdo
moluscos terrestres, principalmente da familia Veronicellidae, popularmente conhecidos como
lesmas (MORERA & ASH, 1970; GRAEFF-TEIXEIRA et al., 1989; GRAEFF-TEIXEIRA et
al., 1993; GRAEFF-TEIXEIRA et al., 1994).

O homem infecta-se, acidentalmente, pela ingestdo de alimento contaminado com o
muco das lesmas, contendo as larvas infectantes, de terceiro estagio, ou mesmo ingerindo as
lesmas contaminadas (MORERA, 1986). A distribuicdo geografica da parasitose inclui os
paises das Américas, do sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina e o estado do Rio
Grande do Sul (UBELAKER & HALL, 1979; MORERA; ANDREWS & RUEDA, 1988;
DEMO & PESSAT 1986; AGOSTINI et al., 1984). O Rio Grande do Sul é o estado do Brasil
que apresenta 0 maior nimero de ocorréncias, principalmente na sua metade norte, onde foram
registrados e diagnosticados o maior nimero de casos (GRAEFF-TEIXEIRA; CAMILO-
COURA & LENZI, 1991b).

Os casos costumam ocorrer no final da primavera, verdo e inicio do inverno, mostrando
uma aparente sazonalidade (GRAEFF-TEIXEIRA; CAMILO-COURA & LENZI, 1991b). As
baixas temperaturas possivelmente inibam a evolucéao das larvas nos moluscos (ISHII, 1984) e,
por outro lado, o calor e a umidade na primavera e verdo coincidem com a reproducéo e maior
atividade das lesmas. A sazonalidade de transmissdo do A. costaricensis no Rio Grande do Sul
talvez se deva a estes aspectos ecoldgicos e da relagdo parasito-hospedeiro intermediério
(GRAEFF-TEIXEIRA; CAMILO-COURA & LENZI, 1991b).

No homem, o parasito causa uma doenca abdominal de variada gravidade que
compromete a regido da vélvula ileo-cecal, apéndice (CESPEDES et al., 1967; LORIA-
CORTES & LOBO-SANAHUJA, 1980) e intestino delgado (GRAEFF-TEIXEIRA, 1986). A

administracdo de drogas anti-helminticas deve ser evitada, pois podem induzir migracdo



erratica dos vermes e agravamento das lesGes. Estudos em roedores indicam que isto pode
ocorrer quando se emprega Tiabendazol, Levamisol e Dietilcarbamazina (MORERA &
BONTEMPO, 1985). Entretanto, recentes estudos utilizando Lovastatina, Fenantrolina e
Mebendazole em roedores, ndo confirmaram a migracdo erratica ou o agravamento das lesdes
nos modelos experimentais (MENTZ; AGOSTINI & GRAEFF-TEIXEIRA, 2007). De
qualquer forma, a contradicdo de diferentes resultados dos estudos de infeccéo experimental
ndo permite modificar a recomendacéo de evitar o uso de antihelminticos na angiostrongiliase
abdominal (AA).

1.1  REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Parasito

1.1.1.1 Classificacao

Vérias classificagGes tém sido propostas por diversos autores. Abaixo é apresentada a

sistematica, proposta por Morera (1973).

Sub-reino: Metazoa
Filo: Nemathelminthes
Classe: Nematoda

Ordem: Metastrongylida



Superfamilia: Metastrongyloidea
Familia: Angiostrongylidae
Subfamilia: Angiostrongylinae
Género: Angiostrongylus

Espécie: Angiostrongylus costaricensis

1.1.1.2 Ciclo evolutivo do Angiostrongylus costaricensis

Todos os parasitos da subfamilia Angiostrongylinae tém um ciclo evolutivo indireto
obrigatério e utilizam moluscos como hospedeiros intermediarios. Apesar de muitas espécies
do género Angiostrongylus terem sido descritas, somente duas espécies — A. cantonensis
(CHEN, 1935) e A. costaricensis (MORERA & CESPEDES, 1971), sdo parasitos importantes
de seres humanos, sendo geralmente transmitidas por interagdes inusitadas molusco-homem
(STEWART; UBELAKER & CURTIS, 1985; BHAIBULAYA,1991).

A Figura 1 mostra, esquematicamente, o ciclo evolutivo do Angiostrongylus
costaricensis, tema deste trabalho.
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Figura 1. Ciclo evolutivo do Angiostrongylus costaricensis (REY, 2001).
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Na espécie A. costaricensis 0s hospedeiros intermediarios sdo, em sua maioria,
moluscos terrestres da familia Veronicellidae como a Sarasinula plebeia ocorrente na Costa
Rica (MORERA & ASH, 1970), Equador (MORERA et al., 1983), Honduras (KAMINSKY;
ANDREWS & MORERA, 1987; MORERA; ANDREWS & RUEDA, 1988) e Nicaragua
(DUARTE et al., 1992). Phyllocaulis variegatus € outra espécie bem adaptada e encontrada no
Paraguai, norte da Argentina e Uruguai (MORERA, 1987) e também no Brasil (GRAEFF-
TEIXEIRA et al., 1989; RAMBO; AGOSTINI & GRAEFF-TEIXEIRA, 1997).

Outras espécies de moluscos, testadas experimentalmente, como Phyllocaulis
soleiformes, P. boraceiensis e Sarasinula marginata, bem como os planorbideos transmissores
da esquistossomose, Biomphalaria glabrata, B. tenagophila e B. straminea, mostraram-se
susceptiveis a infeccdo pelo A. costaricensis (LIMA at al., 1992). Esses achados com relacéo a
susceptibilidade, principalmente da espécie B. glabrata, corroboram com outros autores como
Ubelaker; Bullick & Caruso (1980), demonstrando que este planorbideo pode ser utilizado para
a manutencéo do ciclo do referido parasito em laboratorio. Maurer et al. (2002), realizando um
inquérito epidemioldgico na regido oeste do Estado de Santa Catarina, Brasil, registraram, pela

primeira vez, moluscos da espécie Deroceras laeve naturalmente parasitados com larvas do



metastrongilideo, uma lesma de diminutas dimens6es e que frequentemente é encontrada entre
as dobras de folhas de verdura, representando um risco da ingestdo acidental e estabelecimento
da angiostrongiliase no homem.

Morera (1971) publicou a primeira descricdo do ciclo de vida do A. costaricensis
indicando dois principais hospedeiros definitivos naturais, Sigmodon hispidus e Rattus rattus e
um hospedeiro intermediério, Sarasinula plebeia. Nos roedores silvestres, os parasitos adultos
localizam-se predominantemente nos ramos da artéria mesentérica da regido ileo-cecal. Os
ovos sdo carreados pela corrente sangiiinea até os tecidos da parede intestinal, desde a serosa a
mucosa. Nestes locais, 0os ovos embrionam e formam larvas de primeiro estagio (L1), que
atravessam a parede intestinal e caem na luz do érgdo, para depois serem expelidas ao exterior
com as fezes. Morera (1987) também verificou que, em condi¢Bes naturais, os roedores
infectam-se, por via oral, pela ingestdio de moluscos infectados com a L3 ou de algo
previamente contaminado com o muco, completando assim, o ciclo desta parasitose. Em
roedores herbivoros, a infeccdo ocorre provavelmente pela ingestdo de vegetais contaminados
pelo muco dos moluscos contendo as formas infectantes (TESH et al., 1973; MORERA, 1986).
Ubelaker; Caruso & Pefia (1981) e Morera (1986) testaram, ainda, a eficiéncia de outras vias de
infeccdo como intraperitoneal, subcutanea, pele lesada e pele integra, confirmando a via oral
como sendo a Unica na manutencdo do ciclo natural em roedores.

Mota & Lenzi (1995) propuseram um ciclo que difere do anterior pela existéncia de
uma via pulmonar para a passagem da circulacdo linfatica venosa para o sistema arterial e de
uma via venosa portal, baseados em estudos da infeccdo experimental em camundongos e
Sigmodon hispidus. Desse modo, as L3, através da mucosa intestinal, atingem 0s vasos
linfaticos do corion ou vasos venosos da submucosa e mudam para L4 nos linfonodos
mesentéricos. Pelos vasos aferentes dos linfonodos, as larvas chegam ao ducto torécico e deste,
ao sistema venoso, coracdo direito e circulagdo pulmonar. Retornam ao coragdo esquerdo, de
onde sdo levados pelo sistema arterial a varios 6rgdos, (cérebro, rins, ovarios, bago e
estdmago). Os vermes fazem a maturacdo nas artérias mesentéricas pancredticas e ileo-ceco-
colicas. Aproximadamente apds 14 dias, é possivel encontrar ovos embrionados nos ramos da
artéria mesentérica. As L1 foram observadas a partir do 22° dia apds a infec¢éo.

Pela via venosa-portal, as larvas que penetraram nas veias da submucosa intestinal,
chegam a veia porta, quando sofrem a terceira e a quarta muda. As formas adultas,
desenvolvidas no sistema venoso hepatico, depositam ovos que podem ficar retidos nos tecidos

do figado ou causar embolia pulmonar.
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Para o hospedeiro acidental, o0 homem, a infeccdo por agua ou alimentos (frutas ou
verduras), das maos ou manipulacdo de instrumentos contendo a secrecdo de moluscos
infectados, possibilita a ingestdo das L3, que penetram a parede do ileo terminal, migram pelos
linfaticos mesentéricos e evoluem para o quarto, e posteriormente, quinto estagio. Apds uma
semana, aproximadamente, os vermes adultos jovens retornam ao intestino, se alojam nas
artérias mesentéricas e, apds quatro semanas, adquirem a maturidade sexual. A fémea inicia a
oviposicdo e 0s ovos sdo levados pela corrente sangiinea arterial até a parede intestinal, esta
ultima etapa do ciclo ndo se completa, devido a intensa reacdo inflamatoria que retém os ovos
no tecido (GRAEFF-TEIXEIRA; CAMILO-COURA & LENZI, 1991a). Ndo existe até o
momento, relato da presenca de ovos ou larvas desse nematddeo no exame parasitologico de
fezes (MOJON, 1994; PENA; ANDRADE FILHO & ASSIS, 1995).

1.1.1.3 Patologia no Hospedeiro Acidental

A doenca foi inicialmente descrita na Costa Rica, como ‘“granuloma parasitario
intestinal” por Céspedes et al. (1967), sendo o grupo composto por 31 casos. Nesses pacientes,
0s autores destacaram a dor abdominal como eixo clinico principal da doenca, que variava de
leve a acentuada, podendo evoluir para um quadro de abdémen agudo, obrigando a cirurgia de
urgéncia. Entretanto, a dor, na maioria dos casos era leve, mas recorrente, durante semanas ou
meses, mesmo com os diferentes tipos de tratamentos sintomaticos.

Graeff-Teixeira (1986) tambem salientou a presenca de episodios recorrentes de dor
abdominal, possivelmente como forma comum de apresentacdo da doenca. Na maior parte das
vezes, a dor era difusa, podendo localizar-se posteriormente no quadrante inferior direito,
flanco direito, hipocondrio direito, epigastrico ou mesogastrico. Havia, ainda, outros sintomas
que acompanhavam a dor, isolada ou conjuntamente, como a febre, nauseas, vomitos, anorexia,
alteracdo do habito intestinal (diarréia ou constipacio), urticaria e perda de peso (CESPEDES
etal., 1967; MORERA & CESPEDES, 1971; DEMO & PESSAT, 1986; GRAEFF-TEIXEIRA;
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CAMILO-COURA & LENZI, 1987; LOBO-SANAHUJA; LORIA-CORTES & GONZALES,
1987; LUZZI & NEWMANN, 1989; FAUZA; MAKSOUD FILHO & EL IBRAHIM, 1990;
GRAEFF-TEIXEIRA; CAMILO-COURA & LENZI, 1991b).

Os sinais clinicos relatados foram distensédo abdominal, palpacdo dolorosa do abdémen
com resisténcia muscular ou irritacdo peritonial, toque retal doloroso e rigidez abdominal
(MORERA & CESPEDES, 1971; SIERRA & MORERA, 1972; VELASQUEZ et al., 1974;
LORIA-CORTEZ & LOBO-SANAHUIJA, 1980; MAGALHAES et al., 1982; MORERA,
1985; LOBO-SANAHUJA; LORIA-CORTES & GONZALES, 1987; GRAEFF-TEIXEIRA;
CAMILO-COURA & LENZI, 1991b). A presenca de massa tumoral palpavel, localizada
preferencialmente no quadrante inferior direito ou mesogastrico, tornava-se um dado
extremamente importante no diagndstico. A massa poderia apresentar-se volumosa, dolorida e
palpavel ao toque retal, confundindo-se com plastrdo apendicular ou com tumor maligno
(CESPEDES et al., 1967; MORERA & CESPEDES, 1971; VELASQUEZ et al., 1974;
NUNEZ & MIRAMBELL, 1981; MAGALHAES at al., 1982; MORERA, 1985; AYALA,
1987; GRAEFF-TEIXEIRA, CAMILO-COURA & LENZI, 1987; LIACOURAS et al., 1993).
Lobo-Sanahuja; Loria-Cortes & Gonzalez, (1987) constataram a presenca de massa palpavel,
em 50% de um grupo de 194 pacientes infantis estudados no Hospital Nacional de Nifios da
Costa Rica. Morera, Andrews & Rueda (1988) relataram a presenca de aproximadamente 300
novos casos diagnosticados anualmente, na Costa Rica, o que daria uma incidéncia média de 12
casos por 100 mil habitantes/ano, alertando que, nesse pais, a doenca poderia ser considerada
um problema de saude publica.

No exame radiologico, observaram-se dificuldade de enchimento intestinal,
espasticidade, irritabilidade, distensdo de alcas do intestino delgado, com niveis hidroaéreos e
espessamento da parede intestinal. O lumen do ileo terminal e o0 do ceco estavam reduzidos,
velamento do quadrante inferior direito e pneumoperitonio, nos casos de perfuracdo (MORERA
& CESPEDES, 1971; MORERA, 1973; VELASQUEZ et al., 1974; BARBOSA et al., 1980;
LORIA-CORTEZ & LOBO-SANAHUJA, 1980; NUNEZ & MIRAMBELL, 1981,
MAGALHAES et al., 1982; AGOSTINI et al., 1983; MORERA, 1985; AYALA, 1987; LOBO-
SANAHUJA; LORIA-CORTES & GONZALEZ, 1987; FAUZA; MAKSOUD FILHO & EL
IBRAHIM, 1990; GRAEFF-TEIXEIRA; CAMILO-COURA & LENZI, 1991b).

Os dados hematoldgicos evidenciaram a presenca de leucocitose, com indices que
variavam de 10.000 a 52.000 mm? e eosinofilia de 11% a 81% (CESPEDES et al., 1967;
LORIA-CORTEZ & LOBO-SANAHUJA, 1980; MORERA; ANDREWS & RUEDA, 1988).
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Agostini et al. (1984) salientaram, em um estudo anatomopatolégico de 4 casos, 0
aspecto segmentar das lesdes, denominando a infiltracdo arterial por eosindfilos, de arterite
eosinofilica. Afirmaram, ainda, que o aspecto granulomatoso encontrado em cortes
transversais, originava-se da hipertrofia das células musculares lisa das artérias, somada a
hiperplasia endotelial, com ou sem infiltrado eosinofilico. Os granulomas tubercul6ides
caracteristicos foram observados apenas na luz arteriolar, destacando a arterite eosinofilica e os
granulomas intravasculares, como alteracdes morfoldgicas peculiares desta parasitose.

Graeff-Teixeira (1986) observou, em segmentos do intestino delgado, espessamento da
parede, por vezes, formando lesdo nodular. Classificou as lesGes macroscopicas em dois
padrbes: isquémico-congestivo e hipertrofico-pseudotumoral. Ao exame microscopico,
verificou vasculites eosinofilicas, infiltrado eosinofilico intenso e granulomas.

Mentz et al. (1993) relataram um caso de angiostrongiliase que inicialmente apresentou
um quadro clinico sugestivo de comprometimento hepatico. O diagnodstico anatomopatoldgico
foi realizado pelas lesdes anatdmicas habituais da doencga e o achado de ovos do parasito na
parede intestinal mostrou tratar-se de AA.

Rodriguez (1997) estudou 22 casos da doenca em seres humanos com o objetivo de
descrever aspectos macro e microscopicos que identificassem aspectos morfologicos proprios
dessa parasitose. Na analise macroscopica, encontrou lesbes com aspecto de infarto-
enteromesentérico, espessamento difuso da parede intestinal e formacdo de nddulos em ceco-
colon. As areas necréticas da parede eram murais ou trans murais e foram responsaveis por
perfuracdo, principalmente em criancas, em 7 casos. A presenca de hemorragia na luz intestinal
foi encontrada em 2 casos. Na analise microscopica, identificaram-se vermes adultos, ovos ou
larvas, que permitiram confirmar o diagndstico. Destacaram-se ainda a arterite eosinofilica, o
infiltrado eosinofilico acentuado, granulomas perivasculares e intravasculares. Concluiu que a
arterite eosinofilica, associada ao infiltrado eosinofilico ou aos granulomas vasculares, indicaria
o0 diagnostico dessa parasitose.

O tratamento da doenca, nos casos de abdémen agudo ou obstrutivo, é cirdrgico,
ressecando-se o segmento abdominal ou o apéndice cecal, seguido de reconstitui¢do do transito
intestinal (LOBO-SANAHUJA; LORIA-CORTES & GONZALEZ, 1987; HIRSCHFELD,
1993).
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1.1.1.4 Prevencéo

As medidas profilaticas, por sua vez, assumem uma grande importancia, pois 0 homem
pode adquirir a infec¢do pela ingestdo de frutas e verduras contaminadas e também porque
trata-se de uma infecgdo sem tratamento medicamentoso eficaz (MENTZ, M. B.; AGOSTINI,
A. A. & GRAEFF-TEIXEIRA, 2007). Demo & Pessat (1986) sugeriram cuidados como o de
lavar cuidadosamente as verduras e as mdos apos trabalhos de jardinagem, bem como o de
abster-se de manipular e/ou consumir moluscos. Morera (1986) propbs o resfriamento de
verduras como medida profildtica. No entanto, Richinitti, Fonseca & Graeff-Teixeira (1999)
incubando L3 do nematddeo em &gua, em temperatura ambiente, observaram a motilidade por
até 17 dias, demonstrando que apesar da diminuicdo da atividade ao terceiro dia, algumas
permaneceram viaveis até o final do experimento. Através de um modelo matematico, 0s
autores concluiram que o tempo necessario para reduzir a probabilidade da infec¢do seria de 80
dias, invibializando a proposta de refrigeragdo de vegetais consumidos, como forma de
profilaxia.

Zanini & Graeff-Teixeira (1995) incubaram larvas infectantes a 5 °C por 12 horas em
hipoclorito de sodio 1,5%, solucdo saturada de cloreto de sodio e vinagre. Obtiveram uma
viabilidade de 0%, 1,8% e 2,4%, respectivamente, mostrando que essas substancias podem ser

uteis na descontaminacao de alimentos com vistas a profilaxia da AA.

1.1.2 Métodos utilizados no diagnostico

Na Costa Rica, € utilizado teste de aglutinacdo de particulas de latex recobertas com

antigenos totais de vermes adultos, para diagnostico da infec¢do, porém sem uma padronizacéo
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e avaliagdo de desempenho (LOBO-SANAHUJA; LORIA-CORTES & GONZALEZ, 1987;
MORERA, ANDREWS & RUEDA, 1988; SCHERER et al, 1976).

Sauerbrey (1977) padronizou um teste de precipitacdo com gel de dupla difuséo,
utilizando como antigeno, fémeas de A. costaricensis. No entanto, o teste apresentou reacao
cruzada quando testado para outras parasitoses.

Graeff-Teixeira et al. (1997) padronizaram ELISA para deteccdo de 1gG, utilizando
antigenos totais de fémeas do parasito. O teste apresentou sensibilidade de 86% e
especificidade de 83%, documentando reatividade cruzada com outros nematddeos. Inquéritos
soros-epidemioldgicos em populacdes de zona endémica detectaram a presenca de anticorpos
denotando infeccdo, 30% em zona urbana e 60% em zona rural.

Geiger et al. (2001) mostraram que a titulagdo de anticorpos por ELISA é um método
atil para o diagndstico da fase aguda da AA, utilizando soros de pacientes com diagnostico
histopatoldgico entre 1 e 15 meses apds o tratamento cirdrgico. Obtiveram uma especificidade
e sensibilidade de 76,2% e 91,15%, respectivamente.

Silva, Graeff-Teixeira & Zaha, (2003) propuseram a deteccdo de acidos nucléicos em
soro de pacientes infectados utlizando a técnica de PCR, para amplificar uma seqiiéncia de
232pb, desenhada a partir de seqliéncia gendémica da outra espécie importante na patologia
humana, A. cantonensis, (GenBank U17585). A deteccdo de DNA pela PCR no soro em
humanos foi possivel até a terceira semana pds-infecgcdo, negativando a partir deste momento
(Silva, Graeff-Teixeira & Zaha, 2003).

Bender et al. (2003) empregaram o método de imunofluorescéncia indireta e
observaram maior intensidade na superficie dos ovos inteiros e nos fragmentos de L1,
utilizando soros humanos de fase aguda, sugerindo o tubo reprodutor como importante fonte de
antigenos para diagndstico, porém sem padronizar nenhum teste. Posteriormente os ovos foram
utilizados como antigeno (Abrahams et al, 2005; Abrahams et al., 2011).

Estes estudos sugerem que os testes sorolégicos desenvolvidos até hoje necessitam de
padronizacdo e analise com relacdo a especificidade e sensibilidade, pois o unico diagndstico
confirmatdrio da AA até o momento é pelo exame anatomopatolégico de pecas cirargicas ou
de bidpsias (GRAEFF-TEIXEIRA; CAMILO-COURA & LENZI, 1991).
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1.1.3 O uso da PCR em Tecido Embebido em Parafina

Muitos autores tém proposto o diagnostico molecular em tecido emblocado em parafina.
Nos ultimos anos ficou evidente que DNA extraido de tecido parafinado fixado em formalina
pode ser utilizado para diagnostico pela PCR, e existem varios estudos baseado em analises de
sequéncias gendmicas ou mitocondriais utilizando tecidos estocados em blocos de parafina
(WILKINSON & HENDRICKS, 1995; REN et al, 2000; RUDZKI; ZAZULA &
STACHURA, 2001; ROURA et al., 1999).

Os avancos tecnoldgicos e metodoldgicos permitiram a utilizacdo de blocos de parafina
na area de biologia molecular. A evolugdo do diagndstico molecular faz com que esse tipo de
material que inicialmente era apenas fonte de estudos histomorfoldgicos seja requisitado como
fonte de estudos moleculares. A obtencdo de macromoléculas de amostras bioldgicas incluidas
em parafina possibilita estudos de genes terapéuticos e estudos retrospectivos de inimeras
doencas. A partir dos testes de patologia molecular, valiosas informacGes clinicas sdo
adquiridas (SCORSATO, A. P.; TELLES, J. E., 2011)

A PCR permite uma amplificacdo rapida e especifica de sequéncia de &cidos nucléicos
de uma variedade de materiais, incluindo sangue, cabelo e tecidos frescos ou congelados
(INNIS et al, 1990).

Vérios autores relatam a técnica em seus estudos, como a amplificacdo de DNA a partir
de placenta de roedores infectados com Trypanosoma cruzi com o objetivo de comparar com 0s
métodos convencionais (ALARCON et al., 2009). Outro estudo também comparou 0 método
molecular com outro, para a pesquisa do parasito Neospora caninum em tecido cerebral de
fetos bovinos previamente fixados em formalina e embebidos em parafina (SANCHEZ et al.,
2009). Também ha relatos de diferentes métodos de extragdo a partir de figado e coragdo
fixados em formalina e embebidos em parafina (FARRUGIA; KEYSER & LUDES, 2009).

Tecidos como figado e pulméo de pacientes com AIDS que faleceram de tuberculose,
foram fixados em diferentes fixadores e embebidos em parafina a fim de avaliar a aplicacdo do
método molecular da PCR para o diagnéstico da tuberculose (BARCELOS; FRANCO &
LEAO, 2008). Outro estudo também avaliou a aplicabilidade de uma PCR para diagndstico do

protozoario Leishmania ssp em espécimes de bidpsias da pele de cdes, fixados em formalina e
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embebidos em parafina (MULLER et al, 2003). A mesma aplicabilidade para a bactéria
Helicobacter pylori foi testada em amostras de figado fixadas em formalina e embebidas em
parafina de pacientes com diversas doencas hepato-biliares (PIROUZ et al., 2009). Para
verificar se a metodologia poderia ser util em estudos sobre a epidemiologia de fasciolose,
permitindo o uso de material de colecbes histoldgicas, foi testada a PCR-multiplex na
amplificacdo de DNA do parasito Fasciola hepatica em Lymnaea viatrix infectadas. Segundo
0s autores, a técnica mostrou-se rapida, especifica e sensivel, pois foi capaz de detectar DNA
de tecidos embebidos em parafina apesar da pouca gquantidade de DNA, da sua degradacéo
causada pelo processo de fixacdo e ainda, especifica, pois ndo houve amplificacdo de outros
trematddeos testados. Além disso, F. hepatica ndo foi identificada nas sec¢des histoldgicas de
L. viatrix depois de 15 dias de infec¢do, enquanto que com a PCR-multiplex foi possivel
identificar (MAGALHAES et al., 2008).

Um estudo para estabelecer um novo protocolo da PCR para a deteccédo e distingdo dos
parasitos Echinococcus granulosus e E. multilocularis foi realizado em tecidos de pacientes
fixados em formalina e embebidos em parafina, confirmados histologicamente para esta
parasitose (SCHNEIDER et al., 2008).

Uma PCR para detectar DNA de larvas do parasito Ascaris em figados suinos fixados
em formalina e embebidos em parafina foi desenvolvida para
a possivel identificacdo das espécies ja que é dificil a identificacdo da espécie apenas pela
observacao morfoldgica tipica nas secdes (ISHIWATA et al., 2004).

Apesar de amplamente empregada, a PCR deve sempre passar por padronizacao prévia
para adequacdo as condicbes de amplificacdo de dado material. Em tecidos embebidos em
parafina, deve ser dada atencdo especial aos fatores endogenos e exdgenos a reacao, desde 0s
métodos de fixacdo, os quais podem afetar a integridade do tecido, método de extracdo e o
tempo de vida til do bloco de parafina (AN & FLEMING, 1991).

1.1.4 Fixadores
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A expansao da utilizacdo da PCR para anélise de diagndsticos em blocos de parafina
aumentou a necessidade de se conhecer os fixadores que mantém a integridade e preservacao
do DNA e RNA (FLORELL et al., 2001). Diferentes técnicas de fixacao e fixadores vém sendo
desenvolvidos e testados para produtos da PCR de até 500 pb, onde obtém-se amplificacédo de
DNA a partir do fixador formalina (YAGI et al., 1996; NOGUCHI et al., 1997). Outros
fixadores como o glutaraldeido, metanol, etanol e acetona também preservam a integridade do
DNA (SRINIVASAN; SEDMAK & JEWELL, 2002).

Recentemente, um novo método de fixacdo de tecido, o Sistema de Tecido PAXgene®
(PAXgene) foi desenvolvido pela PreAnalytiX GmbH (Hombrechtikon, Suica). O sistema
consiste de dois reagentes de fixadores de ligagdo ndo cruzada com estabilizador de reagentes,
onde as amostras de tecido fixadas e estabilizadas com PAXgene podem ser utilizadas com
coloracBes histoldgicas  convencionais, tais como hematoxilina-eosina (H & E) ou
imunohistoquimica (Kap et al., 2011). Outros estudos tém mostrado que o PAXgene preserva
RNA, miRNA e DNA (Viertler et al, 2012) em amostras clinicas.

A eficiéncia da fixacéo depende do coeficiente de difusibilidade do fixador e da taxa em
que reage com o tecido. Em geral, quanto maior o coeficiente de fixacdo, melhor € o fixador. O
coeficiente de difusibilidade em 1 hora € a distancia em milimetro que o fixador difunde no
tecido e é inversamente proporcional a raiz quadrada do tempo (START et al., 1992).

A velocidade de fixacdo depende da taxa de difusdo do fixador no tecido e das reagdes
quimicas entre varios componentes (START et al., 1992). Na préatica, assume-se que esses
processos exigem pelo menos uma hora por mm de espessura do tecido, mas normalmente os
tecidos sdo fixados de 24 a 48 horas. Embora o intervalo de tempo de fixagdo relativamente
amplo, parece ndo ter efeito sobre a histopatologia, esse longo tempo de fixacdo afeta
negativamente a qualidade do DNA do tecido (FOSS et al., 1994). O tamanho médio de DNA
extraido de tecidos fixados em formalina tamponada diminui com o aumento do tempo de
fixacdo. A extracdo de DNA em tecidos fixados em formalina tamponada por 3 a 6 horas tém
maior rendimento na recuperacdo de DNA de maior peso molecular (DOUGLAS & ROGERS,
1998).

Tecidos obtidos para o diagnéstico de pacientes sdo rotineiramente armazenados em
arquivos de patologia. Os blocos de parafina armazenados constituem um valioso recurso que
permite aos investigadores aplicar a tecnologia moderna para verificar hipoteses plausiveis em
diversas populacfes o0 que ndo seria possiveis com tecidos frescos ou congelados. No entanto,
existem poucos estudos abordando as preocupacdes relativas ao controle de qualidade e as
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praticas especificas de garantia de qualidade para o armazenamento adequado dos blocos de
parafina (SRINIVASAN; SEDMAK & JEWELL, 2002). Contudo, ndo se sabe se o
armazenamento de blocos de parafina e / ou secBes histoldgicas sob diferentes condicdes de

temperatura poderia impedir a degradacdo de acidos nucleicos.

1.2 JUSTIFICATIVA

O diagndstico para a AA no homem pelo exame parasitologico de fezes ndo é possivel,
pois ocorre retencdo da maior parte dos ovos na parede intestinal devido a uma intensa reagédo
inflamatdria, ndo havendo a presenca de ovos ou larvas desse nematodeo nas fezes. Os varios
métodos imunoldgicos podem apresentar reatividade cruzada com outras infecgdes, ndo sendo
nem um método definitivo isoladamente, nem um método confirmatério. J& a deteccdo de
acidos nucleicos por PCR no sangue s6 € possivel até a terceira semana pos-infeccao,
negativando a partir desse periodo.

Desse modo, apenas a deteccdo de estruturas parasitarias presentes em cortes
histoldgicos, provenientes de bidpsias ou pecas cirdrgicas podem confirmar a presenca do
parasito. Apesar disso, em muitos casos estas estruturas podem ja ter sofrido degradacdo e
perda das caracteristicas diagnosticas ou estarem ausentes daquele segmento de tecido
escolhido para o exame anatomopatolégico. Nestes casos a deteccdo do material genético do
parasito pode ser de grande valia no diagnostico. Além disso, ao longo de seu desenvolvimento
e permanéncia nos tecidos os parasitos secretam e excretam produtos metabolicos que podem
estimular o sistema imune e ocasionar reacdo inflamatdria local. Dentre estes rastros
fisiolégicos, células mortas, hormonios, enzimas antioxidantes e eventualmente DNA também
podem estar presentes (GRAEFF-TEIXEIRA; CAMILO-COURA & LENZI, 1991a). Com
iss0, 0 uso de material embebido em parafina, para extracdo de DNA representa um importante
recurso para os estudos prospectivos e devido a possibilidade de longo tempo de estocagem

também podera ser usado em estudos retrospectivos.
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Este trabalho visa a padronizacdo da extracdo e amplificacdo de DNA de blocos
parafinados em modelo experimental murino para que possa ser depois ser aplicada aos
materiais humanos emblocados em parafina para o diagnostico da AA, uma vez que o Instituto
de Patologia de Passo Fundo, colaborador deste projeto, possui um banco de blocos de tecidos
humanos proveniente de pecas cirdrgicas com suspeita da infeccdo por Angiostrongylus

costaricensis.

1.3 OBJETIVO

Geral: Ensaiar e padronizar a extracdo de DNA a partir de tecidos de camundongos
infectados experimentalmente, fixados e emblocados em parafina para utilizar na deteccdo de
acidos nucléicos como uma alternativa para o diagndstico da angiostrongiliase abdominal.

Especificos:

1. Verificar se o tipo de fixador (formalina tamponada ou ndo) prejudica a extracédo e
deteccdo do DNA.

2. Verificar se diferentes marcas comerciais de parafina produzem diferentes resultados

na extracdo e deteccdo do DNA.

3. Verificar o efeito do tempo de fixagéo na extracao e detecgdo do DNA.
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Abstract

The confirmed diagnosis of human angiostrongyliasis is made only through
histopathology of biopsies or mesenteric tissues removed during surgical treatment.
Sometimes pathological findings are very suggestive and no parasite structures are
detected. Our aim is to standardize the extraction of DNA from formalin fixed paraffin
embedded (FFPE) tissues from mice experimentally infected with Angiostrongylus
costaricensis. Samples (45) of each tissue of liver, lung, intestine and mesentery,
totalizing 180 samples from 15 infected mice. A. cantonensis’ worms were separately
also embedded as controls. Approximately 24 to 31 sections of 10 um were used for
DNA extraction. A 232bp genus Angiostrongylus specific probe was employed for the
PCR. There was a positive amplification in 33 samples from liver, 12 from lung, 45
from mesentery and 36 from intestine wall. For different conditions of embedment, the
amplification of the DNA with the buffered formalin fixative was more efficient. Time
of fixation and the commercial brand of wax did not affect the results, but no
amplification was obtained from samples with residual paraffin. PCR was also negative

when there was no evidence of parasite structures, suggesting that histopathology
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findings should guide the choice of the samples for DNA extraction. Performance of
PCR in paraffin embedded tissues as a diagnostic tool in human infection
with A.costaricensis depends on the detailed evaluation criteria in histopathology and

their association with a positive amplification of the probe.

Introduction

Abdominal angiostrongyliasis is a zoonotic infection caused by Angiostrongylus
costaricensis (Aco), a nematode with an intravascular location in the mesentery, which is
present in an endemic region in Brazil, the State of Rio Grande do Sul (Ubelaker and Hall
1979; Morera et al. 1988; Demo and Pessat 1986; Agostini et al. 1994). Confirmed diagnosis of
human infection is made by histopathological examination of biopsies or segments removed
during surgical treatment of complicated cases (Graeff-Teixeira et al. 1991). There are many
cases where the histopathology is very suggestive, where the parasite forms are not detected in
the sections.

PCR (Polimerase Chain Reaction) allows rapid and specific amplification of nucleic
acid sequences from a variety of biological materials including blood, hair and fresh or frozen
tissues (Innis et al. 1990). Many authors have tried PCR in FFPE (Formalin-Fixed and Paraffin-
Embedded) tissue. However, the efficiency of PCR can be influenced by various endogenous
and exogenous factors such as the integrity of the tissue, the fixation and time of the paraffin
embedding (An and Fleming 1991).

FFPE samples may be stored and represent an important source for prospective and
retrospective studies. PCR has a very high analytical sensitivity what is a requisite for detection
of DNA in small amounts of tissues sent for pathological examination. Also, the parasites
eliminate cells and secretions causing inflammatory reaction what provide a clue for optimizing
extraction and detection of DNA at these sites. The analytical sensitivity is the ability to
recover nucleic acid molecules tested in laboratories, by addition controlled of known amounts
of DNA or other molecules, e.g. antigens in immunodiagnostics; it differs from

epidemiological sensitivity, determined by the ability to detect infection in a population,
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without being directly related to assessing the amount of the target molecule or indicator
(Schmidt et al. 2010).

The diagnosis for abdominal angiostrongyliasis in man by stool examination is not
possible, due to retention of eggs in the intestinal wall amid an intense inflammatory reaction.
Immunodiagnosis methods are indirect, not confirmatory tests besides the huge problems of
cross-reactivity, especially in helminth infections. The detection of nucleid acids in blood by
PCR is only possible up to the third week post-infection, being afterwards negative. Thus, this
study aims to test and explore different conditions of fixation and embedding in FFPE tissues
from mice experimentally infected, in order to detect Aco DNA as an initial step to standardize

a DNA detecting procedure in human samples.

Materials and Methods

21 The parasites and rodent tissues.  A.costaricensis (Aco, Santa
Rosa strain) and A.cantonensis (Aca, Akita strain) are maintained in the laboratory through
passages in Oligoryzomys nigripes (Aco), Rattus norvegicus (Aca) and Biomphalaria glabrata
as intermediate host (Aco and Aca). DNA extracted from worms and worms embedded in
paraffin were used as positive controls. Tissues (lungs, mesentery, intestinal wall and liver)

from 3 uninfected mice were used as negative controls.

2.2 Experimental infection. Under isoflurane anesthesia, 19 mice were infected with an aqueous
suspension of 10 third stage larvae (L3) through gavage. After 28 days, the infection in 15 out
of inoculated animals was confirmed by the presence of first-stage larvae (L1) in feces. After
anesthesia with isoflurane animals were sacrificed by cervical dislocation and samples were
collected of lungs (hilum) (T1, tissue 1), the root of the mesentery with mesenteric vessels (T2,
tissue 2), the intestinal wall (distal jejunum and large intestines) (T3, tissue 3) and liver (T4,

tissue 4).

2.3 Embedding protocol. Intestine, mesentery, lungs and liver were fixed with buffered

formalin (Dinamica™, Brazil) for 24 hours and then submitted to embedding in an automatic
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processor (Leica TP 120, Germany) with paraffin Pré-cito™ (TBS88 Paraffin Embedding
System Thermal Unit, Medite).

2.4 Sectioning and sub-sampling. From each of the tissue samples (T1 to T5, see above)
sections were sequentially obtained in a micrometer cutter (Olympus Cut4060, America INC):
a 3 um section for HE staining (see below) followed by 24 to 31 sections of 10 um for DNA
extraction and this procedure was repeated three times (3 sub-samples for each tissue sample).

2.5 Hematoxylin-Eosin staining. Tissue sections were stained with Hematoxylin-Eosin (HE) to
verify the presence of parasite structures and the inflammatory reaction indicative of A.
costaricensis induced lesions: eosinophilic infiltration, granulomatous reaction and eosinophilic
vasculitis. Briefly, HE staining was performed as follows: 3 baths of xylene 100% for 2 min, 4
baths in ethanol 100% (Zeppelin™) for 2 min, 2 min in ethanol 70% (Zeppelin™), 2 min in
distilled water, 1 min in Hematoxylin of Harris (Pré-cito™), 20 min at flowing water, 30 sec in
ethanol 100%, 1 min in eosin yellowish 2% (Top Glass Vidraria e Solugdes™), 4 baths in
ethanol 100%, for 2 min; 2 min in 50% xylene with 50% of ethanol 100%, 2 times in xylene
for 2 min. For mounting the slide 1-2 drops of Canada balsam (Pré-cito™™) was added before

covering with a coverslip.

2.6 DNA deparaffinization and rehydratation. For paraffin removal each batch of 10 pum
sections (see above, “sectioning and sub-sampling) was dissolved in 1 mL of xylene for 2
minutes at room temperature. Material was then centrifuged, washed two times with absolute
ethanol and dried at room temperature. The samples were resuspended in 180 uL of buffer and
20 pL of Proteinase K and incubated for 12 hours at 55 °© C in TFB 35 — (Flotation Tissue
Streckbad Paraffin-Bath).

2.7 DNA extraction and purification. The extraction and purification of DNA was performed
according to the manufacturer’s instructions (DNEasy Tissue Kit, Quiagen). DNA was eluted

in 50 pL and quantified by Qubit Fluomometer™ 2.0.

2.8 Polymerase Chain Reaction. PCR reaction was performed using 200 ng of extracted total
DNA in 25 pL reaction volume (10x buffer: 100 mM Tris HCI pH 8.0, 500 mM KCI, 20 mM
MgCl,), 200 uM of each desoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10 pmol each
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oligonucleotide: Reverse (5-CTCGGCTTAATCTTTGCGAC-3') and Forward (5'-
AACGAGCGGCAGTAGAAAAA-3) of Integrated DNA Technologies IDT™ and 1U of Taq
DNA Polymerase (Invitrogen ™), For the reaction were used 2 min at 94 °C and 35 cycles of
30 s at 94 °C, 30 s at 58 °C and 30 s at 72 °C; 10 min at 72°C in the PTC - ™ 100
(Programmable Thermal Controller). The sequences of the genus-specific primers were

originally drawn from deposited genomic sequences from Aca (Silva et al. 2003).

2.9 Electrophoresis. To evaluate the result of extraction of DNA and gene amplification by
PCR technique, horizontal electrophoresis was used. Samples were loaded in 2% agarose gel
(Ultra Pure™, Invitrogen) in 1x TBE buffer (Tris base 2.24 M, boric acid 2.25 M and EDTA
1M pH 8.0) at 100 Volts for 30 minutes. The gels were stained with ethidium bromide and
subjected to UV-B radiation transluminator FBTI-88-Fischer Scientific for DNA fluorescent

visualization.

2.10 Assays with different types of paraffins and variation of the fixation time. Three different
brands of paraffin commonly used in laboratories were tested: a block of Merck™, Pro-Cito™
and Pro-Cito™ with honey. For these experiments, two worms of Aca were fixed in buffered
and non-buffered formalin at different times: 24, 48 and 72 hours, in order to verify a possible
effect of the wax on DNA extraction, optimization of the fixture time. Merck™ paraffin was
also tested in the fixing times 2, 4, 6, 8 and 12 hours. These tests were done in triplicate. After
worms were embedded in paraffin at each condition, DNA extraction, amplification and

detection through agarose gel electrophoresis were performed as previously described.

Results

Fifteen out of 19 animals acquired the infection and had their tissues included in the
present study. The presence of parasite structures in the HE sections of each sample was
confirmed by visualizing eggs, larvae, worms, accompanied by granulomatous inflammatory
reaction (Figure 1). Several parasite structures were identified in the different tissues: lungs,
larvae and eggs; in the mesentery, degenerated eggs, eggs, larvae, worms; in the intestinal wall:
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eggs, larvae, worms; and in the liver: larvae, eggs, worms. We also tested 5 kidneys from
different animals, but found neither parasitic structures nor inflammatory reaction or
amplification of parasite’s DNA.

A general total of 180 tissue sub-samples embedded in paraffin had DNA extraction and
amplification by PCR: 3 repeats of each tissue and 4 tissues from each of 15 infected animals.
There was a sub-total of 45 sub-samples per tissue (45 from each tissue category: lungs,
mesentery, intestinal wall and liver). The expected 232bp sequence was amplified from 126
sub-samples, 33 from liver; 12 from lungs; 45 from mesentery and 36 from intestinal wall
(Table 1). Amplification was also consistently positive among the same FFPE fragment.

There was no difference in extraction and amplification of DNA from tissues with the
different tested paraffin brands, at 24, 48 and 72h of fixation time, while the buffered formalin
produced better results (Table 2). A similar outcome with different fixation times was obtained
when the experiment was repeated with the Merck™ paraffin, chosen because of its easiest
dissolution in the DNA extraction step and after the demonstration of similar results from all
the brands tested (Table 3).

(@) (b)
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(c) (d)

Fig. 1 (a) Histological sections of liver; (b) mesentery; (c) intestinal wall; (d) lung; (a), (c) and (d)
showing eggs and larvae; (b) intra-arterial transversal section of worms (Hematoxilin-Eosin x10)

Table 1 The detection of a 232 bp amplicon from paraffin-embedded murine tissues at
experimental infection with Angiostrongylus costaricensis. Distribution of positive
amplification according to tissue sub-samples.

Tissues Number of tested Number of sub-samples
Sub-samples with a positive 232bp
amplification
Liver 45 33 (73%)
Lung 45 12 (27%)
Mesentery 45 45 (100%)
Intestinal wall 45 36 (80%)

Total 180 126 (70%)
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Table 2 The detection of a 232 bp amplicon from paraffin-embedded adult worms,
Angiostrongylus cantonensis. Distribution of positive amplification according to different
paraffin brands and different fixation times: 24, 48 and 72 h.

Paraffin Formalin Fixation time (hours)
24 48 72
Merck™ Buffered +++ +-+ -+ +
Unbuffered +-+ -+ - .
Pro-cito™ Buffered +++ ++ - +++
Unbuffered - -4+ -t ot -
Pro-cito™+honey  Buffered +-+ +++ +++
Unbuffered --+ -+ - S

Table 3 The detection of a 232 bp amplicon from paraffin-embedded adult worms,
Angiostrongylus cantonensis. Worms were either fixed with buffered or unbuffered formalin
and embedded in Merck™ paraffin. Distribution of positive amplification according to
different fixation times: 2, 4, 6, 8, 12 hours.

Formalin Time (hours)

2 4 6 8 12
Buffered ++ - +-- +-+ -4 I
Unbuffered -+ + +-- ++ - -+ ++ -
Discussion

PCR has been employed for several pathogens’ DNA detection of from different tissues:
Trypanosoma cruzi from rodent placenta (Alarcon et al. 2009), Neospora caninum from bovine
fetal brain tissues (Sanches et al. 2009), Mycobacterium tuberculosis from human tissues
(Barcelos et al. 2008); Leishmania spp from skin biopsies of dogs (Mdller et al. 2003);
Helicobacter pylori from patients with various liver diseases (Pirouz et al. 2009) and Ascaris

spp. larvae in swine liver (Ishiwata et al. 2004).
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DNA detection was more frequent in mesentery and intestine wall sub-samples. This is
due to the fact that in rodents the adult parasites are predominantly located in the branches of
the mesenteric artery of the ileocecal region. The eggs are carried through the bloodstream to
the intestinal wall, eventually with the full development of L1 (Morera and Céspedes 1971).
This study also demonstrates the circulation of the parasite and/or its molecules in the venous
mesenteric circulation, through the liver (73% of liver sub-samples were positive) and finally
reaching the lungs (27% of lung sub-samples were positive). These data give support to the
proposition of a venous route for the parasite, besides the classical lymphatic-arterial route
(Mota and Lenzi 1995). Another previous study also demonstrated the presence of L1 in the
systemic circulation; although in a much lesser extent than in the mesenteric tissues (Fontoura
et al. 2007). It is important to consider that organisms or molecules are usually trapped in the
capillary hepatic bed what qualifies the liver as an anatomic barrier associated with its well-
known complex set of metabolic detoxification functionalities. Lungs’ and kidney’s capillary
bed are two other anatomical barriers potentially able to trap organisms or molecules. This
study was done with one fundamental and general hypothesis: capillary beds are areas were
parasite’s molecules may be trapped and eventually detected. The data now reported do allow
neither confirmation nor refusal of such a hypothesis since there was not in situ demonstration
of DNA. But these data and the failure to detect DNA from kidney tissues (an inter-arterial
capillary bed) besides supporting the venous-hepatic-pulmonary pathway for the parasite,
indicate the efficacy of the sequential filtering function of two capillary beds: hepatic (venous-
venous) and pulmonary (venous-arterial).

Considering the highly heterogeneous and scarce tissular distribution of parasite
structures in angiostrongyliasis, one main factor for the success of molecular diagnosis
probably is the choice of the fragment for examination at macroscopy. The pathologist usually
selects the most diseased fragments, but with A.costaricensis infection this procedure not
always leads to an area where parasite structures will be found, but it may only represent
reactive inflammation distal to the actual location of the worms (Graeff-Teixeira et al. 1991b).
This is especially true for the lesions macroscopically characterized by thickening of the
mesentery or intestinal wall, where is unusual to find the parasites. This diagnostic problem
will probably not be solved by application of a molecular test, like PCR in tissues.

Another factor for PCR success in detecting DNA in FFPE tissues is the proportion of
the mass of paraffin to the amount of tissue. Excess of paraffin possibly negatively influences
the outcome, because it interferes in DNA extraction therefore preventing amplification of



28

nucleic acids by PCR. Therefore it is recommended to use a scalpel to remove paraffin excess,
or select the tissue with minimum possible paraffin around before performing microtome slices.
Tissue excess may represent the same problem of dilution of the target DNA, since for a large
amount of material, extraction reagents might be insufficient and may cause column collapse in
the extraction step.

Fixatives reagents may negatively affect the outcome of PCR. Formalin is widely used
as a fixative solutions in routine tissue processing for pathological examination and its lack of
deleterious effects on DNA has been demonstrated with amplification of DNA segments up to
500bp (Yagi et al. 1996; Noguchi et al. 1997). Better results on preservation of DNA were
achieved with a buffered formalin solution as shown in Tables 2 and 3. Pathology laboratories
generally use the fixture time of 24 to 48 hours. Although relatively wide, this period of time
seems to have no effect on histopathology. However it has been reported that the fixative and
fixation time might negatively affect the quality of the DNA extraction from tissues (Gilbert et
al. 2007; Rish et al. 1996; Srinivasan et al. 2002). Here we tested fixative times from 24 to 72
hours. No differences in DNA detection was found, as shown in Table 1. We further
investigated the influence of shorter fixative times 2, 4, 6, 8 and 12 hours with Merck™
paraffin and no major differences were observed. The choice of a single brand is due to the fact
that no difference was found with the Pré-cito™, and the choice of Merck™ is due to its easy
of working, i.e., paraffin dissolves more quickly and easily in the step of extraction of DNA.

Different fixing reagents are largely used such as formalin, glutaraldehyde, methanol,
ethanol and acetone. Recently, a new tissue fixation method, the PAXgene™ Tissue System
(PAXgene) was developed by PreAnalytiX GmbH (Hombrechtikon Switzerland). The two-
reagent system consists of non-crosslinking fixative and stabilizer reagents and the aim to
standardize and improve generic pre-analytical tools and procedures for in vitro molecular
diagnostics. Studies have demonstrated that tissue samples fixed and stabilized with PAXgene
can be used with conventional histological stains such as hematoxylin and eosin (H&E) or
immunohistochemical staining (Kap et al. 2011). Other studies have shown that PAXgene
preserves RNA, miRNA and DNA in clinical samples (Viertler et al. 2012). So, development of
new fixing reagents is a perspective for future studies in detecting parasite structures in tissues.

FFPE tissues are routinely stored in pathology laboratories. The stored paraffin blocks
constitutes a valuable material for studies only possible after the initial description of the macro
and microscopic lesions testing diagnostic hypotheses driven by the pathologists’ initial
evaluation. Not only at individual basis but retrospective studies of given categories of
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inflammatory lesions, like the eosinophilic and granulomatous enteritis typical for
angiostrongyliasis (Cespedes et al. 1967; Graeff-Teixeira et al. 1991a). PCR-based assays are
important because of potentially high analytical sensitivity and specificity, although the several
interference variables as those herein reported.

In conclusion, buffered formalin is recommended for processing tissues since this
fixative solution is associated with better results in detecting DNA through PCR. Fixation time
from 2 to 72 hours and the use of two most used brands of paraffin in Brazil (Merck and Pro-
Cito) were considered to give very similar results of DNA extraction and amplification, while
the study confirms the importance of an optimized removal of embedding paraffin and a careful
identification of diseased tissues for the DNA extraction trials. The description of the
performance of PCR as a diagnostic tool in paraffin material depends on a detailed evaluation
of the several histological diagnostic criteria and the associated analytical recovery of DNA.
Improvements on fixative solutions, types of paraffin and techniques for its complete removal
will probably result in optimized PCR for extraction of parasite’s DNA from tissues. Even so,
this study indicates a promising role of DNA detection in tissues in diagnostic evaluation of
human tissues suspected of infection with Angiostrongylus costaricensis. After proper
validation of this new diagnostic method in tissues for abdominal angiostrongyliasis, it would
be also applicable in cerebral angiostrongyliasis, since the probe was originally designed from a
deposited sequence of A.cantonensis, although biopsies are not a common procedure in

eosinophilic meningoencephalitis.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

As manifestacBes clinicas da AA, como costumam ser 0s sintomas e sinais de outras
patologias abdominais, especialmente aquelas que afetam os intestinos e 0 mesentério, sao
inespecificas. A dor abdominal, a presenca de massa palpavel, os vomitos, as alteracbes do
transito intestinal (diarreia e constipacédo), podem ser manifestagcdes de muitas outras patologias
do abdémen. A eosinofilia no sangue periférico, em patamares de até 80% € um achado
laboratorial muito sugestivo da AA, porém esta alteracdo pode estar ausente (GRAEFF-
TEIXEIRA et al, 1991b). Todos estes elementos, incluindo os resultados de testes
imunolégicos para deteccdo de anticorpos (sorologia), ajudam a compor o diagndstico da
suspeita de AA.

O diagndstico confirmado, com a identificacdo do parasito ou de seus ovos, somente é
possivel através do exame anatomo-patolégico de fragmentos obtidos em bidpsias e resseccbes
cirtrgicas, tendo em vista que a eliminacdo de larvas ou outras estruturas nas fezes, ndo o faz
em quantidade que permita o emprego de um simples exame de fezes (GRAEFF-TEIXEIRA et
al., 1991a). Muitas vezes o patologista de imediato identifica o verme intra-arterial ou seus
ovos embrionados, em cortes na coloracdo de rotina. Outras vezes, especialmente quando
predomina intenso infiltrado inflamatério eosinofilico, é dificil encontrar estruturas parasitarias,
exigindo até mesmo o esgotamento completo do bloco e o estudo extenso de novos fragmentos.
Quando ndo se observam parasitos, uma alternativa sempre pensada foi a detecgédo de DNA do
parasito. A deteccdo de acidos nucleicos em soro foi estudada por Silva e colaboradores (2003),
sugerindo que o PCR no soro pode ser um método complementar aos demais recursos de
diagndstico, faltando apenas uma mais extensa avaliagdo de desempenho.

S&o varios os relatos do uso da técnica da PCR em tecidos fixados em formalina e
embebidos em parafina (FFEP) em diversas infecgdes, tais como na tripanosomiase americana
(ALARCON et al., 2009), neosporiase (SANCHEZ et al., 2009), tuberculose (BARCELOS;
FRANCO & LEAO, 2008), leishmanioses (MULLER et al., 2003), Helicobacter pylori
(PIROUZ et al., 2009), ascariase (ISHIMATA et al., 2004).

O estudo experimental em modelo murino ora relatado foi planejado como um passo

inicial, antes de prosseguir para avaliar o desempenho do PCR em fragmentos de biopsia ou
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resseccOes cirurgicas em seres humanos, estocados emblocados em parafina, no Instituto de
Patologia de Passo Fundo, o centro de diagndstico histopatologico da AA mais ativo no
momento e situado na principal area endémica desta parasitose no Brasil.

Os resultados confirmam que pode ser usado a formalina como fixador (PASKA et al.,
2004), porém também sugerem o uso da formalina em solucdo tamponada. Ha relatos e
opinides de que o tempo de fixacdo deveria ser o menor possivel para garantir o éxito da
extracdo do DNA (FOSS et al., 1994). Porém isto ndo foi verificado nos atuais experimentos,
em tempos entre 2 e 72 horas. Se a extracdo de DNA fosse possivel apenas com tempos de
fixacdo muito pequenos, isto seria impraticavel, tendo em vista a dificuldade de mudar a rotina
de encaminhamento dos fragmentos para o exame anatomo-patoldgico, especialmente
considerando que a necessidade de tomar estes cuidados somente seria estabelecida apds a o
processamento de rotina e a leitura das primeiras laminas. Normalmente o médico retira 0s
fragmentos, os coloca na formalina e o encaminhamento ao laboratério segue um procedimento
rotineiro, em que geralmente o exame macroscopico, emblocamento e cortes vao ser feitos no
minimo apds 24 horas.

Também ndo foram detectadas diferencas entre as diferentes marcas comerciais mais
usadas de parafina. O resultado um pouco pior de uma preparacdo de parafina com mel poderia
estar relacionado a maior dificuldade de remover completamente a parafina apos a obtencédo
dos cortes. Uma recomendacdo geral para escolha da marca, a partir deste resultado, € atentar
para a caracteristica de que a parafina seja facil e totalmente removida. Novamente, esta
recomendacdo potencialmente ndo tem influéncia na rotina do laboratério de patologia, na
consideracdo de uma qualidade da parafina que eventualmente ndo é critica para a maioria dos
materiais em analise. Porém esta recomendacao poderia ser util, em centros de referéncia, como
o Instituto de Patologia de Passo Fundo, e na re-incluséo de novos fragmentos, feita a partir da
suspeita histologica do exame inicial.

As frequéncias de amplificagdo de DNA do A. costaricensis entre os diferentes tecidos
estdo de acordo com o que se conhece das vias migratorias e locais de estabelecimento dos
vermes adultos, como originalmente descrito por MORERA (1971) e por MOTA e LENZI
(1995). Desta forma, parede intestinal e mesentério sdo os principais sitios de positividade,
secundariamente figado e pulm&o. E muito interessante a auséncia de deteccdo no tecido renal,
mesmo que o exame deste 6rgdo ndo tenha sido sistematico, porque isto demonstra a
efetividade dos dois leitos capilares (hepatico e pulmonar) como barreira para reter parasitos e

moléculas, antes do fluxo circulatério atingir a rede capilar arteriolar dos glomérulos renais.
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A ideia de que a proporgdo de parafina para massa de tecido pode influenciar
negativamente na extracdo e consequente desempenho do PCR resultou das observacoes feitas
durante as inumeras repeticdes e ensaios prévios ao experimento agora relatado. Por isso,
surgiu a recomendacao de promover ao maximo a remocao da parafina. Isto inclui o uso de um
bisturi para selecionar o tecido com minimo de parafina possivel ao seu redor antes de realizar
o0s cortes no micrétomo. A escolha do fragmento alvo deve ser feita em corte histoldgico e com
a participacdo de patologista experiente. A mesma ideia se seguiu quanto a excesso de tecido,
pois quanto maior a quantidade de material, maior o efeito de diluicdo dos reagentes de
extracdo. Se empregado um kit comercial, ndo ha como garantir a adequada concentracao
diante da heterogeneidade e/ou raridade das estruturas parasitérias, seguindo-se as instrucées do
fabricante, sem este cuidado de promover a “concentragdo” de tecidos muito suspeitos da
presenca do parasito. Desta forma, enquanto ensaiamos um método de diagnoéstico molecular,
mostramos também a necessidade da conjugacdo de competéncias, cabendo um papel
fundamental ao patologista, de orientar pelo estudo morfolégico ao microscopio, o esforco de
identificacdo das moléculas do parasito. Na AA, ndo parece ter bom custo-beneficio a busca de
DNA em tecido sem orientacdo vinda do exame histopatolégico. Ja sdo bem conhecidas as
alteracdes sugestivas que fornecem esta orientacdo: areas com infiltrado eosinofilico intenso,
granulomas com eosinofilia, granulomas intra-arteriais e vasculites (GRAEFF-TEIXEIRA et
al., 1990; RODRIGUEZ, R., comunicacdo pessoal).

Areas de autdlise ou degeneracdo dos tecidos sdo comuns na AA, devido ao
componente de isquemia por trombose arterial ou comprometimento da rede capilar. Algumas
das amostras testadas apresentavam estas alteragdes e isto aparentemente ndo afetou a deteccédo
de DNA, o que necessita ser mais extensamente estudado. As tentativas de identificagcdo de
parasitos em tecidos através de imunohistoquimica, empregando anticorpos para deteccdo de
antigenos e revelacdo através de modificacdo de substratos da peroxidase, tem uma grande
limitacdo exatamente quando ocorrem areas de necrose tecidual, fontes inespecificas de
atividade oxidativa.

Estabelecidas as condi¢fes bésicas iniciais para a deteccdo de acidos nucleicos em
tecidos na AA, com demonstracdo da utilidade da sonda de 232bp, da possibilidade de
empregar formalina como fixador, dando-se preferéncia para a formalina tamponada, com a
descricdo dos tecidos e as frequéncias de amplificacdo em cada um deles e o detalhe importante
da remocao mecénica de parafina e tecidos menos provaveis de conter alvos, torna-se urgente a

avaliagdo do PCR em tecidos humanos.
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H& uma perspectiva boa de que o PCR seja um recurso diagndéstico util na avaliagdo de
lesGes suspeitas da AA. Por outro lado, reforga-se a importancia da composicao de diferentes
competéncias, mostrando-se que o método molecular deve ser empregado com a orientacdo do

patologista, em mutua complementacao.
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