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RESUMO

As infecgdes pelo Trypanosoma cruzi sdo um serio problema de salide publica na
América Latina, com alta morbidade e mortalidade. Cerca de oito a dez milhGes de
pessoas estdo infectadas pelo parasito em todo o mundo e um terco ird desenvolver 0s
sintomas da doenca de Chagas. Para o diagnostico dessa infec¢do, sdo usados
principalmente métodos soroldgicos que se baseiam em anticorpos especificos contra o
parasito. Esses exames apresentam resultados duvidosos ou falsos positivos devido a
reacdo cruzada com antigenos de outros microorganismos. A evolucdo na area da
biologia molecular vem modificando e aperfeicoando o diagndstico da doenca de
Chagas, representando uma boa alternativa para complementar ou estabelecer o
diagnostico das infeccBes pelo T. cruzi. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi
realizar uma investigacao tedrica-experimental de protocolos de qPCR utilizados para o
diagnostico de infeccBes pelo T. cruzi. A revisdo sistematica da literatura permitiu a
identificacdo das condicdes experimentais (métodos de extracdo, iniciadores, enzimas
amplificadoras, entre outros) mais utilizadas nos artigos cientificos selecionados e a
observagdo de que ainda ndo existe um procedimento padrdo estabelecido. Assim,
diferentes protocolos de gPCR para identificacdo do T. cruzi foram avaliados
experimentalmente. Foram utilizados marcadores especificos para DNA nuclear
(nDNA) e para minicirculos e maxicirculos de KDNA de T. cruzi. A populacdo do
estudo foi separada em trés categorias - grupos positivo, negativo e duvidoso - de
acordo com os testes sorolégicos apresentados pelos individuos. Os resultados
comparativos dos métodos sorologicos e moleculares apresentaram discordancias
peculiares, notadamente quando se utilizou marcadores para minicirculos de kDNA,
fato que pode estar associado a integracdo dessas moléculas no genoma hospedeiro.
Estabeleceu-se que a melhor escolha diagnostica para identificagéo de infegéo ativa pelo
T. cruzi se da com marcadores moleculares especificos para nDNA, o qual foi capaz de
determinar a infeccdo em casos inconclusivos na andlise soroldgica. Os achados deste
estudo reforcam a necessidade de um diagndstico mais efetivo que possa ser utilizado

como padréo-ouro para identificacdo das infec¢bes pelo T. cruzi.

Palavras-Chave: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, revisdo sistematica, metodos

experimentais, diagnoéstico, gPCR



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi infection is a serious public health problem in Latin
America, with high morbidity and mortality. About eight to ten million people are
infected with the parasite worldwide and one-third will develop the symptoms of
Chagas disease. Its diagnosis is mainly based on serological methods that recognize
specific antibodies against the parasite. Often, these tests have inconclusive results or
false positives due to cross-reaction with antigens from other microorganisms.
Development in molecular biology has been changing and improving the diagnosis of
Chagas' disease, representing a good alternative to supplement or establish the diagnosis
of T. cruzi infection. Thereby, the objective of the current study was to evaluate
theoretically and experimentally qPCR protocols used for Chagas disease diagnosis. A
systematic review of the literature allowed the identification of experimental conditions
(extraction methods, primers, amplifying enzymes, etc) commonly used in scientific
articles and the observation that there is no standard procedure established. Thus,
different qPCR protocols for T. cruzi identification were experimentally assessed.
Specific primers were used for nuclear DNA (nDNA), and mitochondrial DNA
(minicircles and maxicircles). The study population was divided into three categories -
positive, negative and doubtful groups - according to the serologic tests. Comparison
between serologic and molecular results showed peculiar disagreements, especially
when using primers for KDNA minicircle, which may be associated with the integration
of these molecules into the host genome. It was established that the best choice for
diagnosis T. cruzi active infection is by specific molecular markers to nDNA, which
was able to establish infection in inconclusive serological analysis. Our findings
reinforce the need of an effective diagnosis that can be used as the gold standard for

identification of T. cruzi infection.

Key words: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, systematic review, experimental

methods, diagnosis, gPCR.
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| INTRODUCAO

1. DOENCA DE CHAGAS

1.1 Descoberta da doenga

A Tripanossomiase americana, popularmente conhecida como doenca de
Chagas, foi descoberta no ano de 1909, pelo medico brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro
Chagas. Durante uma campanha para o controle de Malaria em Minas Gerais, alojado
em um consultério em um vagdo de trem, o Dr. Chagas observou a presenca de
organismos flagelados no sangue de uma crianca febril chamada Berenice.
Contraditoriamente, apds a melhora do estado febril, ndo foi mais possivel visualizar
parasitos no sangue da menina. Relatos de habitantes da regido chamaram a atengdo do
médico para um inseto hematdfago muito encontrado nas casas precarias da populagdo
daquela localidade, o “barbeiro”. Curiosamente, ele associou com a Tripanossomiase
Africana transmitida pela mosca tse-tsé, levando-o a pensar na possibilidade do inseto
hematdfago ser o vetor da doencga. Analisando o inseto ao microscopio apos dissecacao,
ele observou um organismo flagelado muito semelhante ao encontrado no sangue da
crianga e enviou o material para o laboratério de referéncia da época, o Instituto
Manguinhos (atual Oswaldo Cruz). No instituto foi realizada a inoculacdo do contetdo
fecal do intestino do inseto em cobaias, evidenciando as formas flageladas no sangue
alguns dias apds a infecgdo. Assim, foi documentado o primeiro individuo infectado, o
agente etioldgico, o vetor e o ciclo de vida do parasito da doenca de Chagas. O parasito
responsavel pela doenca foi nomeado por Carlos Chagas em homenagem ao seu mentor,
Oswaldo Cruz, como Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Desta forma, Carlos Chagas tornou-
se um grande nome na medicina tropical, por varios meses trabalhou com poucos
recursos, descreveu o patdgeno, seu vetor e as caracteristicas clinicas da fase aguda e
cronica da doenca. VVarios anos apds a detec¢do do parasito em Berenice, a mesma foi
localizada e foi verificado sorologia positiva para Chagas. Entretanto, ela néo
apresentava sintomatologia e seu o0bito em 1973 ndo foi associado a doenca de Chagas
(Chagas, 1909; Tanowitz et al., 2009).



1.2 Epidemiologia

Durante muitos anos, a doenca de Chagas foi considerada uma patologia de
prevaléncia em areas rurais de paises endémicos. Porém, atualmente, esta presente em
21 paises e em regides ndo endémicas devido a migracdo humana, sendo descrita no
Canad4, Estados Unidos, Australia, Japdo, diversos paises da Europa, entre outros
(Gascon et al., 2010; Rassi et al., 2010; Biolo et al., 2010). As infecgdes pelo T. cruzi
representam um sério problema de salde publica para a América Latina, com gastos
anuais aproximados de US$1.2 bilhdes, e para varios paises com nimeros crescentes de
imigrantes infectados. A Espanha, por exemplo, é um pais com taxas elevadas de
imigrantes oriundos do Equador, Argentina, Bolivia e Peru infectados com o T. cruzi
(Gascon et al., 2010).

Cerca de oito a dez milhdes de pessoas estdo infectadas pelo T. cruzi ao redor do
mundo e a estimativa é que aproximadamente 120 milhGes de pessoas estejam em risco
de contrair a doenca (WHO, 2015). Aproximadamente 12.000 mortes de pacientes
infectados na fase cronica sintomética, associadas a cardiomiopatia chagasica, sao
registradas todo ano (Cunha-Neto e Chevillard, 2014; WHO, 2015; Granjon et al.,
2016). No Brasil, a doenca de Chagas foi responsavel por 58.928 mortes no periodo
entre 2000 a 2011, equivalente a 76,7% das mortes por doencas tropicais (Martins-Melo
etal., 2016).

Em 1980, 100 milhdes de pessoas corriam risco de adquirir a infecdo pelo T.
cruzi. Entretanto, um ndmero bem menor de individuos foi infectado entre 1980 a 1985
(24 milhdes). Em 2001, esse numero foi de 9.8 milhGes. Na realidade, principalmente a
partir do ano de 1990, o nimero de novas infecgdes pelo T. cruzi comegou a diminuir na
América Latina (Mott et al., 1990) devido, principalmene, a estratégias bem sucedidas
no controle do vetor da doenga (Triatoma infestans) nas regiGes endémicas, onde o
numero de novos casos diminuiu de 700.000 por ano em 1990 para 41.200 no ano de
2006 e também devido as agdes nos bancos de sangue, dimunindo a transmissdo por
transfusdo sanguinea. Entretanto, outras vias de transmissdo (ver item 1.3, Vias de
Transmissdo), a transmissdo sexual e a infeccdo oral, podem ter aumentado sua
importancia epidemioldgica. Além disso, a elevacdo do processo migratorio em paises
desenvolvidos, sem controle em bancos de sangue e em transplantes de orgdos, ja

demonstram taxas relevantes de individuos infectados com a doenca de Chagas



(Schmunis et al., 1991; WHO, 1991; Schmunis et al., 2000). A Figura 1 mostra a

distribuicdo da doenca de Chagas no mundo em 2010.
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Figura 1. Distribuicdo global da doenca de Chagas entre os anos de 2006 a 2010. Esse mapa
evidencia a distribuicdo da doenca de Chagas na América Latina, mas mostra a doenca sendo distribuida
em outros locais devido aos processos migratorios em crescente processo. Os circulos de cor vermelha
apresentam os locais com numeros significativos da doenga. Quanto maior o circulo, mais casos sdo
relatados no local e quanto menor, menos numerosos sdo 0s casos. Os locais em cinza e branco séo 0s

lugares em que ndo existem dados disponiveis (Adaptado de WHO, 2013).

1.3 Ciclo de vida

T. cruzi apresenta ciclo heteroxeno, alterando entre hospedeiro vertebrado e
invertebrado. Cerca de 180 espécies de mamiferos, foram identificadas como
participantes do ciclo de vida do parasito (Noireau et al., 2009). Este parasito apresenta
formas replicativas, estagios que sofrem divisdo binaria, e formas ndo replicativas
infectantes. As formas de desenvolvimento sdo epimastigotas, amastigotas e

tripomastigotas, sendo essa Ultima encontrada no sangue do hospedeiro e nas fezes do



triatomineo (Figura 2). Neste ultimo caso, é denominada tripomastigota metaciclica
(Garcia et al., 2007).
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Figura 2. Formas de desenvolvimento do Trypanosoma cruzi. As formas de desenvolvimento diferem
de acordo com a posicdo do flagelo e cinetoplasto. A) Epimastigota, forma replicativa no intestino do
triatomineo. B) Amastigota, forma intracelular replicativa no hospedeiro vertebrado. C) Tripomastigota,

forma infectante (Adaptado de Docampo et al., 2005).

O triatomineo, quando entra em contato com um hospedeiro infectado, ingere
formas tripomastigotas do T. cruzi durante o respasto sanguineo. Apo6s a ingestdo, 0s
tripomastigotas se diferenciam em formas epimastigotas, no intestino do triatomineo.
Elas migram para o intestino médio do vetor infectado, onde acontece a multiplicacao
por divisdo binaria. Depois da divisdo, os parasitos vdo para a por¢do posterior do
intestino e se diferenciam para tripomastigotas metaciclicas, a forma infectante para o
hospedeiro vertebrado. Ao picar o hospedeiro durante o respasto sanguineo, o
triatomineo libera fezes e urina contaminadas com tripomastigotas metaciclicas
proximos ao local da picada. A saliva do vetor possui substancias capazes de causar um
pequeno processo alérgico no local. Assim, no momento em que o hospedeiro coca a
ferida, a forma infectante pode penetrar em seu organismo. Além disso, 0s
tripomastigotas podem penetrar no hospedeiro através das mucosas e feridas pré-
existentes. Assim, 0s parasitos entram na circulacdo sanguinea e sdo fagocitados por

varias células do hospedeiro. Apds a invasdo, os tripomastigotas se diferenciam em
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amastigotas, que evadem o vacuolo parasitoforo, e iniciam a multiplicacdo intracelular.
Apos a multiplicacdo, ocorre a diferenciacdo em tripomastigotas e o rompimento da
membrana plasmatica, liberando os parasitos. Os tripomastigotas podem invadir novas
células, ou se espalharem pelo organismo por via hematogénica, podendo ser ingeridos
pelo vetor em um novo repasto, reiniciando o ciclo (Cuervo et al., 2010; Nogueira e
Cohn, 1976) (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Os nlmeros representam a sequéncia em que
normalmente ocorre a infecgdo pelo T. cruzi (nimeros 1 a 8). (1) O triatomineo infectado libera sobre a
pele do hospedeiro fezes e urina contaminadas com tripomastigotas metaciclicos apds o repasto
sanguineo. (2) As formas tripomastigotas atingem a corrente sanguinea. (3) Os tripomastigotas invadem
células onde se diferenciam em amastigotas. (4) Os amastigotas se multiplicam dentro da célula e se
diferenciam em tripomastigotas. As células se rompem e liberam na corrente sanguinea os parasitos, que
invadem outras células. (5) Os tripomastigotas circulantes sdo ingeridos por outro triatomineo no
momento da hematofagia. (6) No intestino do triatomineo, os tripomastigotas se diferenciam em
epimastigotas (7) e se multiplicam por divisao binaria. (8) Os epimastigotas se deslocam para o intestino
posterior e se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, reiniciando o ciclo (Adaptado de CDC, 2016;

http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html).



1.4 Vias de Transmissao

Em regides endémicas, a principal via de transmissdo do T. cruzi é a vetorial.
Essa transmissao ocorre durante o repasto sanguineo do vetor, eliminando fezes e urina
contendo as formas metaciclicas do protozoario sobre o hospedeiro (ver item 1.3 Ciclo
de vida). Esses vetores sdo hematdfagos, pertencentes a familia Reduviidae e a
subfamilia Triatominae, popularmente conhecidos como “barbeiros” (Dorn et al., 2007).
O parasito é transmitido por muitas espécies de triatomineos distribuidos em varias
regibes da América Latina e até mesmo no sul dos Estados Unidos (Shender et al.,
2016). Ha sete linhagens diferentes de T. cruzi circulantes em triatomineos (mais de 140
espécies) em varios paises de todo o continente Americano, exceto o Canada (Minuzzi-
Souza et al., 2016). As espécies mais relevantes de triatomineos para a doenca de
Chagas sdo: Triatoma infestans, Triatoma sordida, Triatoma brasilienses, Triatoma
maculata, Triatoma dimidiata, Rhodnius pallescens, Rhodnius neglectus, Panstrongylus
megistus e Rhodnius prolixus. A prevencdo primaria da infeccéo seria reduzir o contato
entre o vetor e os seres humanos. Isso normalmente é realizado por pulverizagdo com
inseticidas nas casas suscetiveis. Essa estratégia € satisfatoria contra espécies de vetores
domiciliados e contra vetores introduzidos acidentalmente (Abad-Franch et al., 2015).

A aproximagdo dos centros urbanos com éreas silvestres tem sido fator
importante para descoberta de triatomineos infectados em é&reas domiciliares e
peridomiciliares, mesmo em paises ndo endémicos. A invasao de casas por triatomineos
adultos em éareas urbanas e rurais foi descrita, por exemplo, nos Estados Unidos,
Meéxico e outros paises. No Brasil, 0 departamento de saude de Tocantins, por exemplo,
documentou mais de 10.000 casos de invasdo domiciliar de triatomineo entre 2005 e
2013 (Kjos et al., 2013; Abad-Franch et al., 2015).

Em regides endémicas, os bancos de sangue realizam testes para deteccdo de
anticorpos contra T. cruzi, sendo obrigatorios. Entretanto, nessas areas, a transmisséo
via transfusdo sanguinea ainda é considerada a segunda principal forma de infeccao,
depois da vetorial. Em regiGes ndo endémicas e sem testes obrigatorios de detecgdo da
doenca de Chagas em bancos de sangue, as populac¢fes de imigrantes oriundos de paises
endémicos tornam a transfusdo sanguinea a principal forma de transmisséo

(apresentando casos autoctones) (Castro et al., 2009; Strasen et al., 2013).



As infeccOes da doenca de Chagas também ocorrem por transplante de érgéos,
acidentes de trabalho (Bonney e Engman, 2008; Junior et al., 2015) e por via congénita.
Normalmente, as mées infectadas apresentam patologia cronica e sem sintomatologia,
entretanto, ha risco elevado de parto prematuro ou feto natimorto (Howard et al., 2013).

Atualmente, a infeccdo por via oral é considerada um modo de transmisséo
importante em diversas regides endémicas do Brasil, com relatos de surtos de patologia
aguda severa pela ingestdo de alimentos contaminados com triatomineos infectados,
como 0 acai e o caldo de cana-de-agUcar. Nesses surtos, acredita-se que fezes de
triatomineos contaminadas ou insetos infectados com o T. cruzi foram triturados
juntamente com os alimentos (Yoshida et al., 2008). No Brasil, entre os anos de 2000 e
2011, foram relatados 1.252 casos agudos de infeccGes pelo T. cruzi e desses, 70%
foram atribuidos a transmissdo oral (Domingues et al., 2015). Duas microepidemias,
ocorridas no nordeste do Brasil, foram causadas pelo consumo de alimentos
contaminados com o parasito. Doze dos 13 individuos infectados nesses surtos
desenvolveram sintomatologia como febre e dispnéia, cinco também desenvolveram
insuficiéncia cardiaca congestiva e dois foram a 6bito em decorréncia da doenca. Esses
fatos demonstram que a infeccdo por via oral pode apresentar sintomas mais
exacerbados na fase aguda, diferente do que acontece nas outras vias de transmisséo
(Bonney e Engman, 2015).

A possibilidade da transmissdo sexual do T. cruzi tem sido discutida. Apesar
desse modelo de transmissdo ter sido sugerido ha bastante tempo, ela ainda é pouco
estudada. Um dos primeiros indicios da transmissdo sexual foi a observacdo de ninhos
de amastigotas em células de goniablastos de tabulos seminiferos dos testiculos e em
células da teca de ovarios de criangcas com poucos meses de vida (Teixeira et al., 1970).
Um estudo realizado em camundongos demonstrou a presenca de DNA nuclear do
parasito no sangue de animais previamente sadios que foram acasalados com animais
infectados em fase aguda (Silva, 2013). Outro estudo evidenciou a transmissdo sexual
do T. cruzi através do acasalamento de camundongos com a doenca de Chagas
experimental crénica com animais sadios. Neste caso a infeccdo pelo T. cruzi foi
comprovada por testes sorolégicos e moleculares no sangue e tecidos (Ribeiro et al.,
2016).

Infeccdes pelo protozoario culminando na doenga de Chagas também podem ser
adquiridas por outras formas, como transplante de érgdos e acidentes de trabalho
(Bonney e Engman, 2008; Junior et al., 2015).



1.5 Manifestacoes clinicas

A doenca de Chagas apresenta duas fases bem definidas com manifestagdes
clinicas distintas: fase aguda e fase cronica. A maior parte dos individuos infectados
pode permanecer assintomatica ao longo da vida, dificultando o diagnostico. A fase
aguda se inicia entre seis a dez dias ap6s o contato do individuo com o T. cruzi e dura
aproximadamente dois meses. O paciente sintoméatico na fase aguda pode apresentar
mal-estar, febre, mialgia e sonoléncia excessiva. Alguns individuos apresentam o
chagoma de inoculacdo ou sinal de Romand, sinalizando a porta de entrada do
protozoario. Entretanto, em 95% dos casos essa fase € assintomética e passa
despercebida (Junqueira et al., 2010). No inicio da infeccdo os altos niveis de
parasitemia sanguinea sdo evidentes (Barrett et al., 2003; Teixeira et al., 2006a).

A partir de oito semanas os individuos entram na fase crénica da doenca. Cerca
de 70 a 85% dos pacientes ficam assintomaticos na fase cronica, podendo permanecer
na forma indeterminada da doenga de Chagas, sem apresentar sintomatologia, durante
toda a vida. Entretanto, um terco dos individuos podem desenvolver sinais clinicos da
doenca décadas apds a infeccdo. Danos teciduais ocorrem entre 20 a 30% dos pacientes
com doenca de Chagas principalmente por alteracfes cardiacas e digestivas (Duarte et
al., 2014). Em 94,5% dos casos ocorrerdo lesdes graves no coracdo e 4,5% dos
pacientes desenvolvem megac6lon e megaeséfago, também conhecido como sindrome
dos megas. A cardiomiopatia chagasica causa insuficiéncia cardiaca onde 58% dos
pacientes com essas complicacdes vdo a Obito e as arritmias cardiacas tém sido
associadas com morte subita em 36,5% dos pacientes (Teixeira et al., 2006b).
Diferentemente da fase aguda, que é caracterizada pelas altas taxas de parasitos no
sangue periférico, na fase cronica a parasitemia sanguinea é quase nula (Figura 4). Na
fase cronica é possivel a demonstragdo dos parasitos por ninhos de amastigotas nos
tecidos em 10 a 20% dos pacientes infectados (Teixeira et al., 2006a; Barrett et al.,
2003).
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Figura 4. Curso natural da infeccio pelo Trypanosoma cruzi. A figura ilustra as fases da doenca de
Chagas. Primeiramente ocorre a fase aguda, normalmente assintomatica, associada com alta parasitemia
sanguinea, parasitos nos tecidos e ativacdo do sistema imunitério. llustrada no canto superior esquerdo
por uma crianga com o sinal de Romafia e formas amastigotas nos tecidos. Na fase cronica existe a forma
indeterminada, onde a parasitemia sanguinea é baixa, a maioria dos pacientes sdo assintomaticos,
apresentam inflamacdo local e escasso parasitismo nos tecidos afetados. Porém, 20 a 30% podem
desenvolver sintomas. A fase cronica sintomatica esta representada no canto superior direito, mostrando

as formas cardiacas e digestivas (Adaptado de Junqueira et al., 2010).

2. AGENTE ETIOLOGICO

2.1 O Trypanosoma cruzi

O protozoario T. cruzi pertence a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae. Apresenta-se como um hemoflagelado com uma grande mitocéndria
Unica, diferenciada, denominada cinetoplasto, que concentra uma grande quantidade de
DNA circular (kDNA) organizado em redes concatenadas. Esse protozoario, quando em
contato com o hospedeiro vertebrado, € intracelular ou se apresenta na forma

tripomastigota (Devera et al., 2003; Garcia et al., 2007).



Os diferentes gendtipos de T. cruzi podem ser distinguidas em sete Unidades
Discretas de Tipificacdo (DTUs, do inglés, discrete typing units) nomeados como Tcl,
Tcll, Tclll, TclV, TcV, TcVI e Tcbat (Zingales et al., 2012; Shender et al., 2016; Wong
et al., 2016). Varios autores afirmam que a distingdo das cepas influéncia no tecido de
predilecdo da infecgdo sintomatica, ou seja, diferentes gendtipos de T. cruzi apresentam
distribuic@o preferencial em determinados tecidos. Assim, a forma clinica da doenga é
influenciada pela variabilidade génica do parasito. A diferenciagdo dos gendtipos
marcados pelos DTUs pode ser um fator importante para a melhor compreensdo da
doenca em paises ndo endémicos. Estudos demonstram que a distribuicdo das DTUs na
populacdo imigrante parece ser semelhante a observada nos paises de origem dos
mesmos (Devera et al., 2003; Perez-Molina et al., 2014).

2.1.1 Organizacdo e estrutura do DNA nuclear

O genoma do T. cruzi apresenta aproximadamente 60,3 Mpb e seu DNA total
tem tamanho de aproximadamente 125 a 280 fg/célula (Teixeira et al., 2011a). Os genes
sdo organizados em blocos e regifes entre 0s agrupamentos de genes direcionais
(AGDs), também chamadas de regides de desvio em cadeia (SSRs, do inglés, strand
switch regions). As diferencas de tamanhos e dos numeros de cromossomos podem
variar devido as insercGes, duplicacGes e delegdes durante o processo de replicacdo. Em
epimastigotas e amastigotas (ver item 1.3 Ciclo de Vida) o nucleo € esférico e contém
um grande nucléolo e pequenas quantidades de heterocromatina. Em contrapartida, em
tripomastigotas (ver item 1.3 Ciclo de Vida) o nucleo € alongado, o nucléolo desaparece
e a heterocromatina é encontrada dispersa por todo o nucleoplasma (Elias et al., 2002).

2.1.2 Organizacéao e estrutura do DNA do cinetoplasto

O DNA do cinetoplasto (kDNA) do T. cruzi esta localizado adjacente ao corpo
basal do flagelo e possui um arranjo de DNA que concentra entre 20 e 25% do DNA

total do parasito (Souza, 2003). O KDNA apresenta arquitetura complexa, composta por
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maxi e minicirculos organizados em rede concatenada e condensada (Simpson et al.,

1973), como observado na Figura 5.

Figura 5. Ultraestrutura do Trypanosoma cruzi e micrografia eletronica do kDNA de Crithidia
fasciculata. A) Microscopia de varredura de tripomastigota de T. cruzi (Adaptado de Menna-Barreto et
al., 2009). B) Microscopia eletrénica de amastigota de T. cruzi dentro da célula muscular. (Adaptado de
Teixeira et al., 2011b). C) A figura da esquerda mostra os minicirculos e maxicirculos de kDNA de
Crithidia fasciculata. A direita vé-se o KDNA tratado com Topoisomerase |l deixando os mini e
maxicirculos separados, evidenciando a discrepancia e tamanho entre ambos. A seta indica um
maxicirculo (Adaptado de Liu et al., 2005).

A rede de KDNA apresenta certa de 20 mil minicirculos e dezenas de
maxicirculos. Os maxicirculos sdo macromoléculas de tamanho aproximado entre 20 a
40 kb. Sua sequéncia apresenta modificacGes entre cada linhagem de T. cruzi e
diferentes espécies de tripanossomatideos (Westenberger et al., 2006). Comparando 0s
maxicirculos ao DNA mitocondrial de outros mamiferos pode-se evidenciar
semelhangas. Ambos possuem sequéncias codificadoras para RNAs ribossémicos
(rRNAs) e genes que codificam proteinas responsaveis pela producdo de energia
(proteinas do complexo respiratorio) (Leon et al., 1980; Affranchino et al., 1986;
Simpson et al., 1987; Torri et al., 1996). Os minicirculos codificam os RNAs guias
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(gRNAs) responsaveis pela editoracdo dos transcritos dos maxicirculos. Trechos
variaveis de residuos de uridinas séo inseridos ou deletados em sitios especificos da
maioria dos transcritos, formando novas fases de leitura aberta (ORFs, do inglés Open
Region Frames) (Lukes et al., 2002; Westenberger et al., 2006; Souza, 2009).

Os minicirculos de KDNA do T. cruzi estdo presentes em milhares de copias
concatenadas com tamanho de 1,4 quilobase (kb) aproximadamente. Eles possuem uma
estrutura molecular contendo quatro regides de DNA conservado de 122 pb localizado a
uma distancia de 90° intercalando-se com quatro regides de DNA varidvel de tamanho
aproximado de 238 pb. A presenca de trés regibes com sequéncias constantes entre 0s

minicirculos estdo presentes nas regides conservadas (Ray et al., 1989) (Figura 6).

B Sequenciaconservada dominicirculo

I Sequéncia variavel do minicirculo

CsB3 CcsB2 csB1

Figura 6. Esquema representando um minicirculo de kDNA. Ele apresenta quatro regibes
conservadas, em azul escuro, intercaladas com quatro regiGes varidveis, em azul claro. Em destaque esté a
localizacdo dos blocos de sequéncias conservadas (CSBs, do inglés constant sequence blocks), que se

apresentam sempre na mesma ordem (Adaptado de Britto, 2013).

O processo de replicacdo do minicirculo de kDNA € unidirecional, sendo
iniciada na regido conservada dos blocos de sequéncias conservadas (CBS, do inglés,
conserved sequence blocks) de numero trés (CBS 3). Entretanto, para esse processo
acontecer é necessario o desprendimento da rede entrelacada dos aneis pela agdo da
enzima Topoisomerase Il. Os minicirculos desprendidos se encaminham para regido
entre o disco de KDNA e a membrana do cinetoplasto (Liu e Englund, 2007). A proteina

de ligacdo em combinacdo com a DNA primase e 0s DNA e RNA polimerases, se ligam
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ao sitio da replicacdo, onde se inicia a duplicacdo (Lukes et al., 2005; Liu e Englund,
2007). Os maxicirculos também possuem replicagdo unidirecional, mas ndo necessitam
do desprendimento dos anéis e o sitio de iniciacdo da replicacdo estd localizado na

regido variavel e ndo codificadora (Liu et al., 2005; Klingbeil et al., 2001).

3. PATOGENESE DA DOENCA DE CHAGAS

Os mecanismos responsaveis pela patogénese da doenca de Chagas ainda nédo
foram bem esclarecidos. Existem duas teorias principais para explicar os danos teciduais
causados pela presenca do T. cruzi no individuo infectado (Teixeira et al., 2006). A
primeira é a persisténcia do parasito no organismo do chagasico cronico. A segunda € a
autoimunidade, onde ocorre a rejeicdo de algumas células proprias do hospedeiro,
independente da infeccdo critica persistente. Apesar do assunto ser amplamente
discutido, a melhor forma de pensar na patogénese da doenca deveria ser mesclando as
teorias, tanto a persisténcia do parasito quanto uma possivel autoimunidade. A resposta
de cada individuo infectado depende do seu sistema imunoldgico, pois cada um
desenvolve a doenca de uma forma (indeterminada ou sintomatica) e com intensidades

diferentes (Bonney e Engman, 2008; Teixeira et al., 2011b).

3.1 Persisténcia do parasito

A teoria da persisténcia do parasito sugere que as lesdes observadas em alguns
pacientes na fase cronica da doenca de Chagas seriam decorrentes do processo
inflamatdrio devido a presenga de T. cruzi, mesmo que em baixissimo numero. A
doenca de Chagas seria entdo uma inflamacéo, principalmente no tecido cardiaco,
causada pela presenca de formas amastigotas. A divisdo das formas amastigotas
intracelulares produziria uma ruptura celular e a inflamacéo gerada seria uma resposta a
grande quantidade de antigenos parasitarios e aos antigenos dos tecidos lesionados
(Gutierrez et al., 2009; Higuchi et al., 2003).
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O fato dos ninhos de amastigotas de T. cruzi serem encontrados em varios
tecidos do hospedeiro na fase aguda da doenga e em alguns individuos crénicos
sintométicos, reforca a idéia de que o parasito seja o responsavel pela destruicdo dos
tecidos (Sousa, 2012). Com isso, estratégias de evasdo do parasito seriam de suma
importancia para o desenvolvimento ou ndo das diferentes formas clinicas no individuo
infectado. Defeitos na estratégia de evasdo poderiam definir uma resposta especifica e,
juntamente com a qualidade da resposta imune do organismo, determinar a extensao do
dano celular (Gutierrez et al., 2009). O problema desta teoria € que ela ndo explica
porque na fase aguda, com alta parasitemia, os individuos raramente vao a obito. Além
disso, a dificuldade em se encontrar parasitos nos locais das lesbes em pacientes
cronicos também enfraquece essa teoria. Assim, outras hipdteses surgiram para tentar
explicar a patogénese da doenca de Chagas, uma vez que a patologia se desenvolve
mesmo com a auséncia de parasitos ou com baixa carga parasitaria (Teixeira et al.,
2006; Teixeira et al., 2011b).

3.2 Autoimunidade

A teoria da autoimunidade sugere que a patogénese da doenca gerada pelo T.
cruzi esteja diretamente relacionada com a rejeicdo das células proprias do tecido do
hospedeiro pelo seu sistema imunitario (Santos-Buch e Teixeira, 1974; Cunha-Neto et
al., 1996; Teixeira et al., 2011a). Essa teoria surgiu na década de 1990, quando foi
demonstrado que resposta imune efetora contra proteinas do T. cruzi, reconhecem
proteinas humanas como as miosinas cardiacas (Cunha-Neto et al., 2006; Pereira,
2015), mediante mimetismo molecular. Esse mimetismo induziria a reagdo cruzada dos
antigenos parasitarios com as células imunes do individuo, levando a rejeicdo de células
do tecido cardiaco na fase cronica do paciente chagasico (Cunha- Neto et al., 1996,
Leon e Engman, 2001).

Outro mecanismo de autoimunidade que pode estar implicado na patogénese da
doenca de Chagas ¢ a ativagdo bystander, onde danos mecanicos gerados pelo T. cruzi,
seguido por respostas imunitarias ndo especificas, poderiam resultar na liberacdo de
muitos antigenos proprios em local rico em mediadores inflamatdrios (Bonney e

Engman, 2015). Estudos sugerem a possibilidade de dois mecanismos gerarem a
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autoimunidade: mecanismos de citotoxicidade dependentes de anticorpos e ativacdo de
células T autoreativas (Boney e Engman, 2008).

A genética do parasito e do hospedeiro estdo diretamente relacionadas com a
intensidade da ocorréncia de mecanismos autoimunes. Ha individuos que néo
desenvolvem a doenca mesmo apresentando a infeccdo pelo T. cruzi. Alguns genes
demonstram a coopera¢do no mecanismo da susceptibilidade ou resisténcia autoimune
gerada pelo T. cruzi (Leon e Engman, 2001). Teixeira et al., (2006b) observou em
animais tratados com nitroderivados tripanocidas que as fibras cardiacas continuavam
sendo rejeitadas por células efetoras do sistema imune da mesma forma que ocorria em
animais néo tratados. Isso reforcou a ideia da autoimunidade na doenga de Chagas.

Outra hipotese para explicar a autoimunidade induzida pelo T. cruzi sdo as
mutacdes resultantes da integracdo de sequéncias de minicirculos de KDNA do parasito
no genoma do hospedeiro (Teixeira et al., 2006b). Estudos realizados em aves e em
mamiferos mostram que partes das sequéncias de minicirculos de KDNA integram em
varios cromossomos dessas espécies (Nitz et al., 2004; Simdes-Barbosa et al., 2006b;
Hecht et al., 2010; Teixeira et al., 2011). Fato muito interessante descrito no modelo em
aves (Gallus gallus), pois elas sao refratarias para a infeccdo pelo T. cruzi, conseguindo
eliminar os parasitos rapidamente através da resposta imune inata. 1sso evidencia que
realmente os fragmentos de kDNA encontrados sdo obtidos pela transferéncia de
material genético entre as espécies (Teixeira et al., 2011). Esse modelo eliminaria a
persisténcia do parasito como causa para a patogénese da doenca e reforca o papel do
parasito na autoimunidade (Simdes-Barbosa et al., 2006; Teixeira et al., 2006a; Teixeira
etal., 2011).

De interesse, foi mostrado que a progénie do hospedeiro infectado pode adquirir
as sequéncias de minicirculos de kDNA de T. cruzi que serdo integradas em seu
genoma, através do mecanismo conhecido como transferéncia génica vertical (TGV),
que acontece via ceélulas germinativas que contém as mutacdes. Desta forma,
integracOes podem ser encontradas em organismos ndo infectados com o T.cruzi. Sabe-
se que sdo partes das regides variaveis dos minicirculos que integram no genoma do
hospedeiro. Segmentos de minicirculos de KDNA do parasito foram encontrados
frequentemente integrados em retrotransposons LINE-1 (do inglés long interspersed
element-1 ou elementos com sequéncias repetitivas longas) (Nitz et al., 2004; Simdes-
Barbosa et al., 2006; Sousa, 2012; Hecht et al., 2010; Teixeira et al., 2011).
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Desta forma, através do mecanismo de TGV, o kDNA do T.cruzi que foi
integrado em um individuo contaminado pelo parasito pode ser transmitido para sua
progénie via células germinativas que contém as mutagdes (Sim&es-Barbosa et al.,
2006). Pela TGV essas mutacOes poderiam ser passadas para as geracfes seguintes com
0 passar do tempo. Desta forma, integracdes de sequéncias de minicirculos de KDNA de
T. cruzi podem ser encontradas em individuos sem infec¢do ativa e sem contato prévio
com o parasito. A insercdo de material genético do T. cruzi no homem sugere a
remodelagem do genoma. Isso pode resultar no surgimento de novas proteinas, na
alteracdo da expressao génica ou ainda no silenciamento de genes.

O estudo da autoimunidade induzida pelo T. cruzi serve para ampliacdo do
conhecimento da patogénese da doenca de Chagas e também para compreender melhor
outras doencas infecciosas com componentes autoimunes semelhantes, buscando, assim,
o0 desenvolvimento de possiveis tratamentos para estas patologias (Bonney e Engman,
2015).

4. TRATAMENTO

Os quimioterapicos usados para erradicar o parasito do organismo infectado sdo
antigos e toxicos para o paciente. Dentre eles, estdo o Nifurtimox e o Benzonidazol
(Teixeira et al., 2006b). No Brasil, a Unica droga produzida para o tratamento dos
pacientes é o Benzonidazol. Entretanto, o efeito desse medicamento no tratamento da
doenca depende da fase infectiva. Ele parece ter papel na diminuicdo da parasitemia na
fase aguda, mas ndo apresenta beneficio na progressdo da lesdo chagasica, sendo
somente uma droga de nitroderivados com efeito anti-tripanosoma (WHO, 2012;
Lauria-Pires et al., 2000; Moreira et al., 2013).

Para um tratamento mais efetivo seria necessario conhecer mais profundamente
0s mecanismos envolvidos na resisténcia a medicamentos do T. cruzi e elucidar novos
alvos para as drogas (Cuervo et al., 2010). Com isso, o controle da infecgdo de Chagas
caminha juntamente com os programas de controles de vetores, controle dos bancos de
sangue e a descoberta de diagnésticos mais precisos. Além disso, ha a necessidade de
medidas de controles intensas em zonas nas quais as taxas de mortalidade e morbidade
sdo altas (Martins-Melo et al., 2016).
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5. DIAGNOSTICO

Existem diferentes técnicas utilizadas para a deteccdo do T. cruzi. Elas podem
ser divididas em parasitolégicas, soroldgicas e moleculares. Entretanto, como a doenca
de Chagas apresenta um momento com elevada parasitemia e outro onde a presenca de
parasito €& pouco perceptivel no sangue periférico (fase aguda e cronica,
respectivamente), o método de escolha para o diagnostico deve levar em consideragdo a
fase da patologia em que o paciente se encontra. Os testes mais utilizados para o
diagnostico do T. cruzi, em laboratorios de analises clinicas, sdo 0s imunoldgicos,
realizados por meio de exames soroldgicos indiretos (WHO, 2012). Entretanto, nao
existe um teste padréo-ouro para a detecgdo do parasito. Os estudos divergem bastante
em relacdo a sensibilidade e especificidade dos diferentes métodos de diagnostico.
(WHO, 2012).

A padronizacdo e validacdo de um método de diagnostico especifico para a
doenca de Chagas é fundamental. Um diagndstico precoce e altamente sensivel pode
possibilitar uma melhor qualidade de vida para o individuo com a doenca, antecipando
seu tratamento na fase aguda com drogas tripanocidas e, na fase cronica, com
medicacBes relacionadas as possiveis sintomatologias apresentadas. Além disso, 0s
testes diagnosticos da infeccdo pelo T. cruzi podem ser usados durante estudos
epidemioldgicos, vigilancia da transmissdo vetorial, triagem em bancos de sangue e
rastreamento de individuos infectados (WHO, 2012). O diagnostico correto ndo é sé
uma prioridade para identificar os pacientes com infeccdo ativa, para que eles recebam o
tratamento mais adequado, mas torna-se de suma importancia para diminuir e prevenir o
risco de transmissdo da doenga atraves de transfusdo de sangue, transplante de 6rgéos
(Duarte et al., 2014) e até mesmo via sexual (Dias e Amato Neto, 2011; Ribeiro et al.,
2016).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) e o Ministério da Saude
(2005a) a confirmagdo do diagnostico da infeccdo pelo T. cruzi deve ser realizada
utilizando pelo menos dois métodos soroldgicos diferentes combinados e os resultados
de ambos ndo podem ser divergentes. Isso porque somente uma técnica ndo €
considerada suficientemente sensivel e especifica para o diagndstico, pois podem

apresentar reagdes cruzadas com outros organismos filogeneticamente semelhantes
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(Duarte et al., 2014). Entretanto, essa estratégia tem levado ao aumento dos resultados
inconclusivos, o que dificulta 0 manejo clinico desses individuos, pois em alguns casos
um teste soroldgico mostra-se positivo e outro negativo.

O xenodiagndstico, o microhematocrito e a hemocultura sdo utilizados para
detectar a infeccdo na fase cronica, pois dependem da visualizacdo do parasito nas fezes
do triatomineo ou no sangue, respectivamente. Entretanto, outros testes sdo mais
indicados para o diagnostico na fase crbnica, como os moleculares, devido ao baixo
numero de parasitos circulantes. Recentemente, os métodos moleculares vém sendo

bastante utilizados para complementar o diagnostico da infeccao pelo T. cruzi.

5.1 Diagnostico parasitoldgico

O diagnostico parasitolégico da doenga de Chagas é baseado na demonstracao
de parasitos em tecidos e no sangue de individuos infectados. Esse tipo de diagndstico é
interessante durante a fase aguda, onde é possivel detectar, através da observacdo em
microscopio Optico, formas tripomastigotas do parasito em amostras de sangue. Nessa
fase da doenca os individuos infectados apresentam alta carga parasitaria durante
aproximadamente dois meses, podendo, nesse periodo, se observar 0s parasitos no
sangue. As técnicas parasitoldgicas diretas mais utilizadas sdo o exame a fresco do
sangue, a gota espessa e 0s métodos de concentracao do parasito. (Brener et al., 2000;
Murcia et al., 2013).

Os testes parasitoldgicos indiretos sdo apropriados para a fase cronica da doenca,
devido ao baixo nimero de parasitos circulantes no sangue periférico. Os métodos mais
usados sdo o xenodiagnostico, a hemocultura e, eventualmente, a inoculagdo em animais
de laboratério (Dias e Coura, 1997; Coura et al., 2012). Esses testes sdo eficazes no
diagnostico de apenas cerca de 50% dos pacientes na fase cronica da doenca de Chagas
(Bronfen et al., 1989; Dias e Coura, 1997; Galvao et al., 1993).
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5.2 Diagnostico soroldgico

Os métodos sorologicos sdo baseados na identificacdo de anticorpos especificos
anti-T. cruzi. Com esses métodos € possivel identificar individuos em qualquer fase da
doenca de Chagas e caracterizar em que estagio da doenca eles se encontram. (Dias e
Coura, 1997). A fase aguda é caracterizada por apresentar altas taxas de anticorpos IgM
anti-T. cruzi. Contudo, pode haver um periodo de laténcia para o inicio da producéo
desses anticorpos (Dias e Coura, 1997). Na fase cronica existe a producdo de anticorpos
IgG anti-T. cruzi. Existem trés testes indiretos convencionais amplamente utilizados
para o imunodiagndstico: imunofluorescéncia indireta (IFI), hemaglutinacdo indireta
(HI) e o teste imunoenzimatico ELISA (do inglés, enzyme-linked immunosorbent assay)
(WHO, 2012). Grande parte das técnicas soroldgicas usam lisados brutos do parasito
para identificacdo como antigeno. Porém, as proteinas recombinantes ou peptideos
sintéticos aumentam a especificidade dos testes soroldgicos (Meira et al., 2002; Silveira
etal., 2001).

Segundo a OMS (2012) a maioria dos testes disponiveis comercialmente
apresentam 94 a 99,5% de sensibilidade e 94 a 96% de especificidade (Tabela 1). Esta
informacdo esta de acordo com a revisdo sistematica de Granjon et al. (2016) cujos
resultados indicam que o teste de ELISA comercial tém sensibilidade de
aproximadamente 99,3% e especificidade de 97,5%. Porém, resultados duvidosos,
falso-negativos ou falso-positivos devido a reagbes cruzadas com antigenos de outros
microorganismos podem ocorrer (Amato-Neto et al., 2009; Gadelha et al., 2003;
Granjon et al.,2016). Os resultados inconclusivos e aqueles que apresentam reatividade
baixa podem apresentam problemas na triagem de doadores em bancos de sangue e nas
taxas de prevaléncia para a vigilancia epidemiolégica (Granjon et al., 2016).

O diagndstico sorologico da doenca de Chagas e sua interpretacdo sdo
complexos. Com isso, Granjon et al. (2016) desenvolveram uma matriz de proteina a
base de ELISA multiplex para a confirmacdo da doenga, mostrando ser uma técnica
inovadora para diagndstico confirmatdrio. Essa técnica utiliza 12 antigenos distintos
apresentados sobre uma placa de 96 pogos, permitindo uma melhor concluséo do estado
de infeccdo do paciente. Isso mostra que a aplicacdo de novas técnicas é fundamental

para a melhoria do diagnostico da doenca de Chagas.

19



5.3 Uso da biologia molecular

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) consiste na amplificacdo in vitro de
acidos nucléicos. A biologia molecular, através da PCR, vem sendo utilizada no
diagnostico de diversas doengas, pois permite detectar pequenas quantidades de DNA
do agente etioldgico de determinada infec¢do em diversos tipos de amostras bioldgicas,
como por exemplo, o sangue. Recentemente, os métodos moleculares vém sendo
bastante utilizados para complementar o diagnostico da infeccdo pelo T. cruzi, devido as
limitacGes de sensibilidade e especificidade dos métodos parasitoldgicos e sorolégicos.
Até o presente momento, hd uma padronizacdo da técnica de cPCR para a doenca de
Chagas. Entretanto, ndo existe uma validacdo dessa técnica, fazendo com que apresente
niveis altamente variaveis de sensibilidade devido ao protocolo utilizado. Isso ocorre
devido as variacGes no volume e concentracdo das amostras, aos métodos utilizados
para a extracdo do DNA, aos iniciadores selecionados, ao tipo e qualidade dos
reagentes, as condic¢des dos ciclos térmicos, entre outros (Schijman et al., 2011; Gilber
etal., 2013).

A PCR é mais sensivel que os métodos parasitoldgicos e pode ser introduzida
como método auxiliar para o diagnostico da doenca em pacientes com sorologia
inconclusiva (Kirchhoff et al., 1996; Gilber et al., 2013). De fato, alguns estudos
demonstram que a sensibilidade da PCR é superior em relacdo ao xenodiagnostico e a
hemocultura (Martinez et al.,, 2013). Contudo, a relacdo de sensibilidade e
especificidade em resultados sorolégicos e moleculares € muito controversa, como
demonstrado na Tabela 1. Isso ocorre porque a PCR apresenta niveis variaveis de
sensibilidade em funcdo do protocolo utilizado (Schijman e col, 2011). Em relagéo aos
métodos sorologicos, eles apresentam reagdes cruzadas com outros organismos
filogeneticamente semelhantes ao T. cruzi (Hoare, 1972). O desenvolvimento e a
padronizacdo de testes soroldgicos de alta sensibilidade e especificidade para um
diagndstico preciso é um desafio (Paul, 1989). Assim, o desenvolvimento de técnicas de

PCR para a deteccédo especifica do DNA do T. cruzi é uma boa alternativa.
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Tabela 1. Comparacdo entre sensibilidade e especificidade nos métodos diagndsticos

parasitarios, moleculares e soroldgicos para a doenca de Chagas.

Demonstragdo e ’ s
i 9 Detecgdo do DNA do parasito Sorologia
parasitaria
Doenga Fonte  Sensibilidade Especificidade Teste  Sensibilidade Especificidade Teste  Sensibilidade  Especificidade
>70% dos HAI,
Doenga de esfregacos Se feito IFl, 94%-99,5% 94-96%
ch realizados 15- PCR ~60% (em corretamente,  ELISA, (kit- (kit-diferengas
agas Sangue 30 dias apds ~ 100% RT-PCR criangas) pode ser em diferencas dependentes)
inicio dos ~ 100% fase dependentes)

sintomas (fase cronica

aguda)

Adaptado de WHO (2012).

A utilizacdo da PCR na rotina em andlises clinicas e em bancos de sangue de
lugares endémicos e ndo endémicos, auxiliando na triagem de doadores, para eliminar a
ocorréncia de resultados soroldgicos falso-negativos, seria uma forma de minimizar a
proliferacdo da doenca de Chagas. Contudo, o alto custo e a procura pelas analises por
esse método ainda limitam essa insercdo. Devido a essas limitacdes, a PCR é mais
utilizada em pesquisas cientificas. Porém, essa realidade estd sendo modificada. Nos
bancos de sangue de areas endémicas os individuos assintomaticos da doenca de Chagas
com sorologia positiva e doadores com sorologia inconclusiva sdo muitas vezes
identificados através da PCR (Gilber et al., 2013; Granjon et al., 2016).

Atualmente ndo existe um método padrdo-ouro para o diagndéstico das infec¢des
pelo T. cruzi. Os testes soroldgicos sdo mais usualmente empregados em laboratorios
de rotina, principalmente pelo facil acesso e utilizacdo de kits comerciais. Para fins de
diagnostico sdo necessarios resultados concordantes em pelo menos dois testes
imunologicos (OMS, 2005a). Isso acontece, pois nos métodos sorolégicos podem
ocorrer resultados falso-positivos devido a uma reacdo cruzada com espécies
filogeneticamente semelhantes, como por exemplo, Leishmania sp. (Hoare, 1972).
Inimeros estudos (Valazques et al., 2014; Llano et al., 2014; Cancino-Faure et al.,
2015; Castro-Sesquen et al., 2016) compararam as técnicas imunoldgicas com as
moleculares na deteccdo do T. cruzi e os resultados sdo bastante contraditorios.

E necessaria a padronizagio da sorologia, para um diagndstico mais especifico,
ao qual ndo apresente falsos-positivos (Paul, 1989). Por isso, a confirmagdo do
diagnostico pela deteccao especifica do DNA do parasito pela técnica de PCR é de suma

importancia para validar os resultados encontrados. De fato, desde o final da década de
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80, testes moleculares tem sido propostos como uma alternativa para a deteccdo do T.
cruzi (Moser et al., 1989; Sturm et al., 1989; Wincker et al., 1994). Os métodos
moleculares sendo mais especificos, sem ocorrer rea¢do cruzada, podem ser usados ndo
somente para complementar o diagndstico, mas também como diagnostico principal em

diversas doencas (Gilber et al., 2013).

5.3.1 Reacdes de PCR e o diagnostico da doenca de Chagas

Para aprimorar ou firmar o diagnostico da doenca de Chagas podem ser
realizados PCR qualitativa (PCR cléssica ou convencional, cPCR) ou PCR quantitativa
(PCR em tempo real, gPCR). Assim, através das técnicas de PCR é possivel a
identificacdo do parasito no fluido bioldgico e a estimativa da carga parasitaria quando
realizada a qPCR. A PCR requer quantidades muito pequenas de DNA/cDNA, trazendo
grandes vantagens de diagndstico. Entretanto, existe a necessidade de adequacdo dos
protocolos utilizados, desde a obtencdo dos acidos nucléicos até a reacdo de
amplificacdo (Schijman et al., 2011; Gilber et al., 2013). A PCR trouxe novas
implicacdes para o diagndstico da doenca de Chagas, pois com essa técnica é possivel
identificar pacientes infectados com o T. cruzi com sorologia duvidosa ou nao reagente
ao parasito (Andersson, 2004; Duffy et al., 2013, Hecht et al., 2010).

A cPCR é caracterizada por ser qualitativa, ou seja, mostra a amplificacdo de
uma banda especifica de DNA/cDNA, quando a amostra € positiva, de acordo com 0s
iniciadores escolhidos para determinado patdgeno. Essa técnica necessita de métodos
para a visualizacdo do alvo amplificado, como a eletroforese. A eletroforese consiste na
separagdo de moléculas ionizadas em funcdo de sua carga elétrica e de seu peso
molecular. Ela pode ser feita em diferentes meios de suporte, como gel de
poliacrilamida ou de agarose. A escolha do gel a ser utilizado depende dos objetivos e
do tamanho dos fragmentos dos acidos nucléicos que se deseja separar (Sambrook e
Russel, 2001). Outros métodos para analise do produto de cPCR podem ser usados,
como o Southern blot com posterior hibridizagdo com sonda especifica (Moser et
al.,1989). Assim, as bandas geradas pela amplificagdo do DNA/cDNA alvo com
iniciadores especificos ficam mais evicentes quando expostas a um filme, aumentando a

especificidade.
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Entretanto, esses diferentes métodos necessarios para a analise do produto
amplificado torna a cPCR mais demorada e com maior possibilidade de contaminagéo
devido a manipulagdo pos-amplificacdo, além do manuseio de produtos toxicos
necessarios para a revelacdo das bandas, como o brometo de etidio. A qPCR, além de
qualitativa, é quantitativa. Ou seja, permite ndo sé reconhecer 0s casos positivos atraves
da amplificacdo de quantidades pequenas de DNA/cDNA alvo, mas também quantificar
a carga parasitéria (Piron et al., 2007). Com isso, permite monitorar a eficacia dos
esquemas terapéuticos adotados no tratamento de pacientes em diversas doencas,
inclusive na doenca de Chagas (Cencig et al., 2012). Teoricamente, uma grande
vantagem dessa técnica é a anulagdo da necessidade de analises posteriores, como a
eletroforese e hibridizacdo. Tornando-se uma técnica precisa, especifica e muito rapida
guando comparada a cPCR (Schijman et al., 2011).

Existem inUmeras variantes das técnicas de cPCR e gPCR, como a PCR
multiplex, a RT-PCR (RT, do inglés, reverse transcriptase) e a Nested-PCR. O objetivo
desta ultima é aumentar a especificidade e a sensibilidade da PCR, realizando duas
amplificacdes. Na Nested-PCR duas amplificacdes sdo realizadas com temperaturas de
anelamento distintas. A primeira com iniciadores mais externos, permitindo a
amplificacdo de uma sequéncia maior de DNA alvo. Em seguida, o produto da PCR é
reamplificado com iniciadores mais internos. Essas duas amplificagbes permitem a
eliminacdo de produtos inespecificos que ocorrem normalmente na primeira
amplificacdo, sendo assim uma técnica mais especifica (Marcon et al., 2002). A Nested-
PCR tém sido empregada para melhorar a detec¢cdo do DNA do T. cruzi, em amostras de
humanos (Duarte et al., 2014) e animais (Santana, 2015).

Para realizar o diagnostico molecular da doenca de Chagas pode-se amplificar
sequéncias do DNA nuclear (nDNA) ou sequéncias do DNA do cinetoplasto (kDNA).
Moser et al. (1989) descreveram o uso da cPCR para detectar o T. cruzi no inseto vetor
e em hospedeiros mamiferos usando o nDNA como molde. Nesse estudo o produto de
PCR foi detectado por eletroforese com bandas visualizadas por brometo de etidio ou
por hibridagdo com uma sonda radiomarcada. As amplificacbes de PCR foram
realizadas em 20 pg de DNA (equivalente ao DNA em cerca de 60 parasitos). Os
resultados analisados com hibridizacéo tiveram aumento de sensibilidade em niveis de
1/200 parasitos em comparacdo com o brometo de etidio. Sugerindo, em 1989, a alta
sensibilidade da PCR com protocolos especificos em relacdo a outros métodos de
deteccdo das infeccdes pelo T. cruzi.
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Devido a integracdo do KDNA do T. cruzi no genoma humano, os iniciadores de
nDNA talvez sejam um alvo mais satisfatério para o diagndstico molecular das
infeccOes pelo T. cruzi, pois gera uma amplificagdo sem interferéncia da integragéo e
mostra somente a infeccdo ativa (Hecht et al., 2010). Varios autores ja utilizam o
marcador de nDNA para o diagndstico da infeccdo em animais e humanos, sem a
necessidade da comparacdo com marcadores de kKDNA (Dorn et al., 2012; Gilber et al.,
2013; Fumadé et al., 2014; Ndao et al., 2014). Os principais marcadores moleculares
utilizados para fins diagnosticos com utilizacdo do nDNA do T. cruzi normalmente
amplificam uma regido de microssatélite, com repeticdes in tandem caracterizando 9%
da regido total do parasito (Vieira et al., 2003). Os mais utilizados e denominados na
literatura sdo: TcZl1/2, TcZ3/4; TC1/2 e Cruzil/2. Cada marcador apresenta uma
diferenciacdo na sequéncia de bases e interagem com uma regido mais interna ou mais
externa do nDNA.

Os marcadores para o diagnostico molecular da doenca de Chagas direcionados
para amplificacdo de minicirculos de kDNA sdo desenhados de maneira a amplificar
exclusivamente regides conservadas ou pedacos de regifes conservadas intercaladas
por regido variavel (Hecht et al., 2010). Como o KDNA representa 20 a 25% do DNA
total do parasito, seus marcadores sdo muito utilizados. Entretanto, sua utilizacdo pode
provocar resultados falso-positivos por evidenciar a amplificacdo de sequéncias de
minicirculos de KDNA integradas no genoma do hospedeiro, ao invés do DNA do T.
cruzi parasitando o hospedeiro. Benevides (2014) mostrou a alta frequéncia de
resultados positivos na cPCR usando marcadores moleculares para KDNA em
invididuos sem a infecgdo ativa, de area considerada ndo endémica para a doenca de
Chagas. Isso mostra que os marcadores de KDNA ndo sdo adequados para o diagnostico
das infecgdes pelo T. cruzi. Apesar disso, inimeros trabalhos utilizam o KDNA para o
diagnostico da doenca de Chagas em diversas espécies (Jiménez-Coelho et al., 2012;
Oliveira et al., 2013; Castro-Sesquen et al., 2013; Cominetti et al., 2013; Jaramillo et
al., 2014). Na literatura, os marcadores mais utilizados para amplificacdo do KDNA de
T. cruzi s&o denominados como 121/122 e S35/S36 com regides alvos diferentes.

Messenger (2012) utilizou dez marcadores para amplificacdo de maxicirculos de
KDNA de T. cruzi. Esses marcadores podem ser uma boa op¢do para diagnostico
porgue, até 0 momento, ndo se mostrou a ocorréncia da integracdo de maxicirculos no

genoma dos hospedeiros.
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I JUSTIFICATIVA

Com a auséncia de vacinas e de drogas eficientes em todas as fases da doencga, 0
controle e a reducdo da prevaléncia da doenca de Chagas dependem de programas de
prevencdo das infeccbes pelo parasito, assim como métodos de diagndsticos mais
répidos e precisos. Ainda ndo existe um teste padrdo-ouro para o diagndstico e nem
mesmo uma validacdo de algum protocolo. O desenvolvimento de técnicas com maior
sensibilidade e especificidade permitira a deteccdo de um numero maior de pessoas
infectadas, inclusive daquelas que ndo apresentam sintomas clinicos ou que apresentam
sorologia negativa (por titulos baixos de anticorpos) ou duvidosa. Desta forma, a
principal contribuicdo deste estudo é a analise do método de biologia molecular mais
efetivo para o diagnostico das infec¢Bes pelo T. cruzi. Isto permitira a detecgdo precoce
das infeccBes, assim como o esclarecimento de diagnosticos duvidosos e casos de
reacOes cruzadas (por ser uma técnica mais especifica).

Entretanto, discrepancias também ocorrem entre os métodos moleculares. A falta
de um protocolo padrdo causa divergéncias e dificuldades em se comparar os resultados,
de acordo com os iniciadores, condi¢do do ciclo a serem selecionados, entre varios
outros fatores. A PCR quantitativa (QPCR) é uma técnica relativamente recente que
apresenta vantagens em relacdo a PCR convencional (cPCR). A grande vantagem é nao
precisar visualizar o produto de PCR através da eletroforese, pois € uma técnica também
quantitativa, sendo possivel obter a carga parasitaria do individuo infectado. Entretanto,
toda técnica apresenta uma limitacéo e na gPCR € o limite de deteccgdo estabelecido para
a analise. Pode ocorrer uma varia¢do no limite de deteccdo de um laboratorio para o
outro, mesmo analisando as mesmas amostras. Com isso, a revisdo sistematica com foco
na qPCR e os estudos experimentais baseados nesta técnica apresentam interesse,

ampliando a visdo do método para o diagnostico da doenca.

25



111 OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste estudo € analisar publicacGes em periodicos que utilizam
a gPCR para o diagndstico em humanos, através de uma revisao sistematica e identificar
0 protocolo de gPCR de maior sensibilidade e especificidade para o diagnostico de

infeccdes pelo T. cruzi.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar, através de revisdo sistematica, a producdo cientifica que utiliza a
gPCR como método de dectecdo do T. cruzi em amostras bioldgicas humanas.

e Sintetizar os resultados da producdo cientifica selecionada de acordo com os
critérios de incluséo e exclusdo pré-estabelecidos.

e Comparar os resultados de testes moleculares realizados em amostras iguais com
dois métodos diferentes de extracdo de DNA.

e Desenhar e testar iniciadores que permitam a amplificacdo de regiGes de
maxicirculos do T. cruzi.

e Definir quais pares de iniciadores sdo mais adequados para a deteccdo do T.
cruzi.

e Comparar cPCR e gPCR.

e Comparar experimentalmente a sensibilidade de diferentes protocolos de gPCR
para diagnostico da doenga de Chagas.

e Auvaliar o desempenho da gPCR no diagnéstico de individuos infectados pelo T.
cruzi.

e Comparar as curvas de dissociagdo com os fragmentos de DNA visualizados no

gel de agarose.
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IV MATERIAIS E METODOS

1. REVISAO SISTEMATICA (RS)

1.1 Tipo de estudo

Foi realizado uma revisdo sistematica (RS) da literatura com o objetivo de
sintetizar os resultados de pesquisas relacionadas ao uso da gPCR na doenca de Chagas.
Assim, foram identificados, selecionados e avaliados criticamente, de maneira
descritiva, estudos relevantes publicados até marco de 2016 sobre o assunto. Nas
producdes estudadas, o0 maior interesse dessa pesquisa foi a evidéncia da utilizacdo de
marcadores moleculares de nNDNA e KDNA em estudos com humanos.

1.2 A formulacéo da pergunta

A questdo da pesquisa foi estruturada pelos componentes do acronimo PICO
(onde P € a populacdo, | é a intervencdo, C é o controle e O é o desfecho) que contém
informacdes sobre o estudo, intervencdo, comparacao dos grupos estudados e desfecho

da pesquisa. As estratégias foram formuladas conforme a Tabela 2.

Tabela 2: Questéo da pesquisa

Uso da gPCR na deteccao do T. cruzi em amostras de humanos

P | Amostras de individuos com a doenca de Chagas, tratados e ndo

tratados, em todas as fases da patologia.

I | Uso da gPCR com marcadores moleculares para KDNA

C | Uso da gPCR com marcadores moleculares para nDNA

O | Detecgdo do T. cruzi

PICO =P é a populacéo, | é a intervencéo, C é o controle e O é o desfecho.

Com isso, os critérios de inclusdo foram publicacGes cientificas experimentais

com uso da gPCR na doenca de Chagas humana em lingua portuguesa, espanhola,
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francesa ou inglesa. Esses critérios foram definidos de acordo com as seguintes
perguntas:

O estudo trata de gPCR aplicada & doenga de Chagas?

O estudo usa marcadores moleculares de nDNA ou kDNA?

1

2

3. O estudo é experimental?

4. O estudo foi realizado com humanos?
5

Os trabalhos foram escritos em inglés, espanhol, francés ou portugués?

Os critérios de exclusdo foram: estudos de revisdo e estudo de caso, trabalhos
n&o publicados (exemplo: dissertagdes), trabalhos sem ligacdo com a doenca de Chagas
e com diagndsticos realizados por outros métodos que excluem a qPCR, e, por fim,
publicacbes com a metodologia da qPCR nédo descrita. Desta forma, os critérios de
exclusdo foram definidos de acordo com as seguintes perguntas:
1. A publicagdo é um estudo de caso ou uma revisdo?
2. O trabalho foi publicado em revista cientifica especializada?
3. O trabalho usa a gPCR com marcadores moleculares para NDNA ou KDNA de T.
cruzi?
4. A metodologia da qPCR foi descrita ou pode ser encontrada através da

referéncia citada?

O tipo de intervencdo ou fenbmeno de interesse da revisdo foi delimitado como
“qPCR com marcadores moleculares especificos para a deteccdo do T. cruzi”, advindos
de estudos publicados até mar¢o de 2016.

Desta forma, a pergunta norteadora da revisdo foi: Quais sdo os marcadores

moleculares mais utilizados na gPCR no estudo da doenga de Chagas humana?

1.3 Estratégia de coleta de dados

Foi realizada pesquisa eletrdnica por periddicos indexados nas bases de dados
Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (MEDLINE), Scientific
Electronic Library Online (SCIELO) e Biblioteca Virtual em Saude (BVS). A busca de

publicacBes cientificas em fontes de informacdo ndo é normalizada e os bancos de
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dados possuem instrumentos especificos. Com isso, ndo se utiliza a mesma estratégia de
busca para todos os bancos de dados. No MEDLINE, a pesquisa foi realizada no dia
26/03/16 com os seguintes termos: “Chagas disease qPCR” . Os detalhes de pesquisa
(Search details) fornecidos foram: (“chagas disease"[MeSH Terms] OR ("chagas"[All
Fields] AND "disease"[All Fields]) OR "chagas disease"[All Fields]) AND ("real-time
polymerase chain reaction"[MeSH Terms] OR (“real-time"[All Fields] AND
"polymerase"[All Fields] AND "chain"[All Fields] AND "reaction"[All Fields]) OR
"real-time polymerase chain reaction"[All Fields] OR "gpcr"[All Fields]). Com essa
busca foram encontrados 114 artigos.

Os descritores “Doenga de Chagas Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo
Real” foram usados para a pesquisa na BSV, que foi realizada no dia 27/03/16. Os
detalhes da pesquisa fornecidos pelo portal foram: doenca de chagas reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real AND (collection:("06-national/BR" OR "05-specialized™)
OR db:("LILACS" OR "MEDLINE")). Foram encontrados 33 artigos.

No SCIELO, a busca foi realizada no dia 28/03/16 com o0s seguintes termos de
procura: “Chagas disease qPCR”. Apenas um artigo foi encontrado.

Além disso, referéncias citadas nos estudos analisados foram avaliadas com o
objetivo de validar outras publicagdes que continham os critérios de incluséo
estabelecidos. A literatura ‘“cinza” ndo foi incluida, ou seja, dissertagdes, livros

didaticos, entre outros trabalhos que néo sdo artigos cientificos.

1.4 Selecédo de artigos e processos de extracdo de dados

A coleta de dados foi realizada utilizando um instrumento de busca padronizado.
Dois pesquisadores independentes fizeram a busca e selecdo dos artigos, a partir dos
descritores previamente estabelecidos. Os resumos que se engquadraram nos critérios de
incluséo foram selecionados por ambos. Quando houve davida quanto a inclusdo na RS
de determinado artigo através da leitura do resumo, o mesmo foi lido integralmente
pelos pesquisadores. Em caso de discordancia entre os pesquisados sobre a inclusdo ou
exclusdo de determinado artigo, houve uma discussao para se chegar a um consenso.

A selegdo inicial dos estudos foi realizada usando um banco de dados no

programa World for Windows para armazenar todos os artigos encontrados de acordo
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com as primeiras estratégias de buscas mencionadas anteriormente. Além disso, foi
criado um arquivo no programa Excel for Windows para organizar itens importantes
para a andlise, como: autor(es), titulos, ano, nome do peridédico no qual o artigo foi
publicado, métodos de extracdo do DNA, tipos de marcadores utilizados, técnica de
gPCR usada, resultados principais, entre outros.

Os resultados das buscas de todas as bases foram somados. Os artigos
duplicados foram removidos, restando as 114 publica¢des encontradas pelo MEDLINE.
Em seguida, de forma independente, os pesquisadores realizaram a triagem dos artigos,
descartando aqueles que ndo obedeciam aos critérios de inclusdo. Ao final da triagem
inicial e andlises dos resumos, 56 artigos foram selecionados para a leitura integral.
Apos avaliacdo detalhada, 27 artigos correponderam de forma satisfatéria ao proposto
pelo estudo de RS (Figura 7).

Artigos
elegiveis
de acordo com os
descritores

(n=114)

Excluidos
depois de anilise de
resumo

(n=58)

Excluidos pois
nao foi possivel a
leitura completa

(n=4)

Excluidos por

52 artigos
lidos na
integra

nao estar
relacionado com o
tema

(n=25)

27 artigos
analisados

Figura 7. Resultados das buscas da revisdo sistematica. Foram selecionados na busca inicial 114
artigos cientificos. Apos triagem dos artigos pelo titulo e resumos, restaram 56 artigos para leitura
completa. Desses, quatro foram excluidos, pois apenas o resumo estava disponivel e 25 foram eliminados
por ndo estarem relacionados com o tema (qPCR na doenga de Chagas). Assim, 27 artigos entraram na
RS.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 GRUPO AMOSTRAL

2.1.1 Amostras de Trypanosoma cruzi

Para avaliar o desempenho de diferentes protocolos de biologia molecular na
deteccdo do T. cruzi, foram usadas amostras com concentracdes variadas do parasito
(10° a 10™ parasitos equivalente/mL, par. eq./mL) obtidas de culturas mantidas no
Laboratorio Interdisciplinar de Biociéncias (LablBC) da Faculdade de Medicina da

Universidade de Brasilia.

2.1.2 Amostras humanas

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia com os numeros de registro 378.359/2013 e
1.521.680/2016 (ANEXO I1). Todos os individuos do estudo foram informados sobre
0s objetivos e procedimentos envolvidos na pesquisa. A participacdo voluntaria foi
confirmada apos assinatura do Termo de consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO
1.

A populacdo do estudo consistiu em um total de 62 individuos pertencentes a
trés grupos (Figura 8):

1) Grupo negativo: amostras de sangue que ndo apresentaram anticorpos anti-
T.cruzi (n = 20). Os controles negativos foram representados por individuos néo
infectados e sem historico epidemioldgico para a doencga de Chagas.

2) Grupo positivo: amostras de sangue com sorologia positiva para a doencga de
Chagas (n = 22). O diagnostico imunologico foi considerado positivo quando
apresentou resultados concordantes em pelo menos dois testes sorologicos

diferentes.
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3) Grupo duvidoso: amostras de sangue que apresentaram (i) titulos de anticorpos
anti-T.cruzi negativos em uma tecnica e positivos em outra ou (ii) resultado

sorologico negativo e cPCR positiva para nDNA de T. cruzi (n = 20).

62
individuos

Gr}q')o p Grupo Grupo
Positivo Negativo Duvidoso

22 individuos 20 individuos 20 individuos

Figura 8. Distribuicdo dos individuos nos grupos de estudo. O fluxograma indica a quantidade de

participantes em cada grupo: positivo, negativo e duvidoso.

Todos os membros do grupo positivo estavam na fase crénica da doenca de
Chagas. Em relacdo ao local de domicilio, todos residem no DF, tanto em regies
administrativas quanto na prépria capital. O mesmo ocorre com 0 grupo negativo e

grupo duvidoso.

2.2 CULTURA DE TRYPANOSOMA CRUZI

As formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT 10% (Liver
Infusion Triptose) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) inativado pelo
calor contendo 100 IU/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina sob atmosfera
de CO; a 5% e a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). Antes da extracdo de
DNA, os parasitos foram contados em camara de Neubauer e foram diluidos com Meio
Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) para a obtengdo da concentragdo de 10°
epimastigotas/mL. Os repiques foram realizados a cada 15 dias. Essas culturas foram
homogeneizadas, 1 mL retirado e colocado em tubos de 15 mL, acrescidos de 4 mL de

meio novo.
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2.3 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO HUMANO

Primeiramente, cada voluntario do estudo foi devidamente cadastrado e
identificado com um codigo de registro especifico e individual do laboratorio, ao qual
somente 0s pesquisadores envolvidos possuem acesso. Em seguida, de cada individuo
foi coletado de 4 a 10 mL de sangue periférico em dois tubos BD VACUETTE®,
contendo 7,2 mg de 4cido etilenodiaminotetra-acético (EDTA, do inglés,
Ethylenediaminetetraacetic Acid) e logo apds identificados com o cédigo de registro

respectivo. Nenhum sangue coletado foi conservado em guanidina.

2.4 EXTRACAO DE DNA

2.4.1 Extracdo do DNA do Trypanosoma cruzi

As formas epimastigotas do T. cruzi cultivadas em meio LIT foram
centrifugadas a 1.500 xg por 15 minutos e o sedimento foi lavado e centrifugado duas
vezes com PBS (20 mM Tris-HCI pH 7,2; 0,5 NaCl) a 1.500 xg por 15 minutos. Em
sequida, foi ressuspenso em tampéo de extragdo na concentracdo de 5 x 10° células/mL
de solucdo e mantido a 37°C. Ap6s 1 hora de reacdo, foi adicionada Proteinase K na
concentracédo final de 100 pg/mL e incubado por 12 horas a 37°C. Em seguida, foram
feitas duas extragdes com clorofane e uma com clorofil, respectivamente. Para a
precipitacdo do DNA foi utilizado Etanol absoluto 100% (2,5V) gelado (4°C) e acetato
de sodio 3M pH 4,7 (0,1V). Apds precipitacdo, o0 DNA foi lavado duas vezes com
etanol 70% gelado, e depois de totalmente seco, foi ressuspenso em tampao TE (Tris-
HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1mM pH 8,0) e armazenado a -20 °C, conforme a descri¢ao
de Sambrook e Russel (2001).
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2.4.2 Extracdo de DNA de células mononucleares do sangue periférico humano

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir do sangue periférico dos
voluntarios do estudo. Trés protocolos de extracdo de DNA foram utilizados: extracéo
organica manual com fenol-cloroférmio, com o kit comercial com coluna com
membrana de silica Mini Spin Plus Biopur (Biometrix) e com o kit comercial sem
coluna Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega). As extragbes com fenol-
cloroférmio seguiram a metodologia descrita por Sambrook e Russel (2001). As
extracGes com os Kits seguiram as recomendac6es dos fabricantes.

Todas as amotras de DNA do grupo negativo foram obtidas com o kit de
extracdo comercial da Promega. No grupo positivo, 12 amostras foram extraidas
somente com o kit da Promega e 10 amostras tiveram o DNA extraido por dois métodos
diferentes: kit comercial da Promega e kit comercial da Biopur. Isso foi feito
objetivando a comparacao dos resultados de testes moleculares realizados com DNA do
mesmo individuo obtido a partir de dois métodos de extracdo diferentes. Em relacdo ao
grupo duvidoso, 13 amostras de DNA foram obtidas com o kit comercial da Promega e
sete através da extracdo com fenol-cloroférmio. Isso aconteceu, pois as sete amostras
extraidas manualmente (sem Kkit) também foram utilizadas em outro estudo que
demandava esse procedimento. Como 0 sangue que serviu para a obtencdo do DNA
com fenol-cloroférmio ndo passou por uma segunda extracdo, 0 método manual ndo

sera comparado aos outros.

2.4.2.1 Extracdo com o kit Wizard Genomic DNA Purification Kit

Neste protocolo de extracdo com o kit da Promega, 10 mL de sangue foram
usados. A esse volume foi acrescentado 30 mL de solugdo de lise para células
vermelhas, incubado em temperatura ambiente (TA) por 10 minutos e centrifugado a
2.000 xg por 10 minutos. Depois de descartar o sobrenadante, o sedimento restante foi
ressuspendido e em seguida adicionado 10 mL do tampéo de lise nuclear. A enzima
RNase foi acrescentada nesta etapa com uma concentragdo final de 20 pg/mL. O
material foi incubado a temperatura de 37°C por 15 minutos. Em seguida, foram
adicionados 3,3 mL de tampéo de precipitagdo de proteina, homogeneizado em vortex
por 20 segundos e centrifugado a 2.000 xg por 10 minutos. O sobrenadante foi

transferido para um novo tubo estéril de 50 mL. Para precipitacdo do DNA, foi
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acrescentado 10 mL de isopropanol a TA. A amostra foi centrifugada a 2.000 xg por 1
minuto e o sobrenadante descartado. A lavagem do sedimento de DNA foi realizada
com 10 mL de Etanol 70% gelado. Centrifugado a 2.000 xg por 1 minuto e, em seguida,
o etanol foi aspirado e o precipitado acondicionado durante 24 horas em capela de fluxo
para evaporacdo do alcool. O DNA foi ressuspenso com 800 ul de solucdo de
rehidratacdo e mantido a temperatura de 4°C, por 24 horas. Por fim, a amostra foi
armazenada a -20 °C até o momento de sua utilizag&o.

Do total de 20 membros do grupo duvidoso, 10 deles tiveram o DNA extraido
com o kit comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) de acordo com o
protocolo acima, porém a obtencdo do material genético foi feita a partir de 1 mL de
sangue periférico. Por essa razdo, o volume das solugcdes utilizadas durante o
procedimento foi alterado (3 mL de solugdo de lise para células vermelhas, 1 mL do
tampdo de lise nuclear e 330 pL de tampdo de precipitacdo de proteina). O DNA foi

ressuspenso em 150 ul de solugéo de rehidratacao.

2.4.2.2 Extragdo com o kit Mini Spin Plus Biopur

A extracdo realizada com o kit comercial com tecnologia baseada em silica
(Biopur) seguiu as orientacfes do fabricante. Dez amostras de DNA do grupo positivo
foram obtidas com esse kit. De maneira resumida, os seguintes passos foram realizados:
200 pL de sangue total foram transferidos para um tubo eppendorf estéril de 1,5 mL
adicionando 200 pL de solucédo de lise e 20 pL de Proteinase K. Apds incubacédo de 15
minutos a 56°C foi adicionado 400 pL de tampédo de ligacdo. Em seguida, o material foi
transferido para o tubo de centrifugacdo com membrana de silica e incubado por 1
minuto a TA. Apos centrifugacdo de 13.000 xg por dois minutos, o sobrenadante foi
descartado com o tubo inferior e colocado um tubo filtro de coleta. Para lavagem da
membrana contendo o DNA genémico foi primeiramente adicionado 500 pL da solugédo
de lavagem 1 e centrifugado a 13.000xg por um minuto. Em seguida foram adicionados
800 uL de solucdo de lavagem Il e novamente centrifugado a 13.000 xg por um minuto.
Para garantir a total eliminagdo do etanol presente nas solugdes de lavagem, a amostra
foi centrifugada em velocidade maxima por quatro minutos. Por fim, colocou-se o tubo
filtro em um tubo de eluicdo de 1,5 mL e o DNA foi ressuspendido em 200 pL de

tampdo de eluicdo aquecido a temperatura de 56 °C. Apos incubacdo a TA por um
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minuto e centrifugacdo a 8.000 x g por um minuto, o DNA foi armazenado a -20 °C até

0 momento de sua utilizagéo.

2.4.2.3 Extracdo manual com fenol-cloroférmio

As extracbes do DNA de sete membros do grupo duvidoso (7/20) foram
realizadas com fenol-cloroférmio. Os leucdcitos foram separados por gradiente de
Ficoll-Paque™ Plus (GE Healthcare), centrifugados a 5.000 rotaces por minuto (rpm)
por 30 minutos a TA. A fracdo obtida foi lavada uma vez com Tampdo de Fosfatase
Salina (PBS, do inglés Phosphate Buffered Saline) 1X pH 7,4 (3,2 mM de fosfato
dissédico [Na,HPO,], 0,5 mM fosfato monopotassico [KH2PO4], 1,3 mM de cloreto de
potéssio [KCI] e 135 mM de cloreto de sddio [NaCl]) a 5.000 rpm por 15 minutos a TA.
O sedimento obtido foi ressuspenso em tampdo de extragdo (1mM Hydroxymethyl
Aminomethane — Hidroximetilaminometano [Tris] &cido cloridrico [HCI] pH 8,0; 0,1M
EDTA pH 8,0 e Sodium Dodecyl Sulfate - Dodecil Sulfato de Sodio [SDS] 0,5%) com
proteinase K (100 pug/mL). O material foi incubado a 37°C por 12 horas. Em seguida, o
material foi passado duas vezes com igual volume de Clorofane
(fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, na proporcdo de 25:24:1) e uma vez com igual
volume de Clorofil (cloroférmio:alcool isoamilico, na proporcdo de 24:1). Apos
centrifugacdo a 5.000 rpm por 5 minutos a TA, o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo estéril contendo 1 mL de etanol 100% gelado (4°C) e acondicionado por 12
horas a temperatura de -80°C, para precipitacdo do DNA. Posteriormente, o0 DNA foi
sedimentado por centrifugacdo a 14.000 rpm por um minuto a TA. O precipitado foi
submetido a duas lavagens com etanol 70% gelado e deixado secando em capela de
fluxo, por 24 horas, para completa evaporagdo do alcool. O DNA foi ressuspenso em
500 pL de tampéo Tris-EDTA (TE) (10M Tris-HCIl pH 8,0 e 1M EDTA pH 8,0) e 1 uL
de Ribonuclease (RNAse) 200pg/mL. Apds incubacdo a 37°C por 24 horas, 0 DNA

obtido foi armazenado a -20 °C até o momento de sua utilizagéo.
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2.4.3 Quantificacdo e analise do DNA extraido

As amostras de DNA extraidas pelos métodos mencionados foram quantificadas
em equipamento de espectrofotometria NanoVue Plus (GE) com 2 pL de solucdo de
DNA. Foi observado a razdo entre as absorbancias 260/280 nm para avaliar a pureza
dos acidos nucleicos. Valores inferiores a 1.8 indicam contamina¢do com proteina,
prejudicando o rendimento da PCR. Para verificar a integridade do DNA de todas as
amotras foi realizada cPCR para amplificagdo do gene especifico constitutivo da f-
actina. Os produtos da cPCR foram analisados em gel de agarose a 1,3% corado com

brometo de etidio (0,5mg/mL) e observagdo na luz UV.

2.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE CLASSICA

Objetivando verificar o limite de deteccdo do DNA do T. cruzi por PCR
convencional (cPCR), diferentes pares de iniciadores foram usados, assim como
diferentes formas de deteccdo dos produtos de PCR. Para isso, diferentes concentracdes
de T. cruzi foram usadas (10° a 10 parasitos). Em todas as reagdes foram incluidos
controles negativos, onde ndo foi colocado DNA. As caracteristicas de todos os
iniciadores utilizados nas reacdes de PCR estdo na Tabela 3. Todas as reacdes de cPCR
foram realizadas em triplicada em termociclador modelo My Cycler™ (BioRad). Em
todas as amplificacdes foram utilizados controles para dar validade e confiabilidade ao
experimento. Foram usados dois controles negativos: (1) branco, onde o ndo ha DNA
molde e (2) amostra de humano sem infeccdo pelo T. cruzi. Os controles positivos
foram amostras com infeccdo pelo T. cruzi confirmada, previamente conhecidos e

armazenados no banco de dados de amostras do LabIBC.

2.5.1 Amplificacdo do DNA nuclear (nDNA) do Trypanosoma cruzi

Para a amplificacdo das diferentes concentracdes de T. cruzi, foi primeiramente

realizada cPCR com o par de iniciadores Tcz 3 e Tcz 4, que amplifica uma regido de
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microssatélite especifica do nDNA do parasito. O fragmento amplificado possui

tamanho de aproximadamente 168 pb (Tabela 3).

Tabela 3. Iniciadores especificos para Trypanosoma cruzi utilizados nas cPCRs e gPCRs.

Iniciador Sequéncia DNA Fragmento 1 peg)*  Tm (qPCR) **
alvo amplificado
S36 5' GGTTCGATTGGGGTTGGTG 3* kDNA 250 pb 60 57
67R 5’ GA(A/C)(G/C)CCCCTCCCAAAACC 3’ kDNA 250 pb 60 57
S34 5’ACA CCA ACCCCA ATCGAACC Y kDNA 122 pb 60 60
S67 5'GGTTTT GGG AGG GG(G/C) (G/C)T/G)TC3’" kDNA 122 pb 60 60
ND4 5’ ACCGGAAATGCATGTTGAAGTAA 3’ kDNA 344 pb 59 60
ND4R 5 TTGTTACGAACATGAATGATGAACT 3’ kDNA 344 pb 59 60
coll 5" ACCTACCCGGTTCTCTACCTT 3’ kDNA 228 pb 58 ———-
COIIR 5 GTAGGTTTCCAATGATATTGAGTGT 3’ kDNA 228 pb 58 -—
TcZ3 5" TGCACT CGG CTGATCGTTT 3’ nDNA 168 pb 57 60
TcZ4 5°-ATT CCT CCA AGCAGCGGATA 3’ nDNA 168 pb 57 60
PON 1 5 TGG CTT GGAGGA GTTATTGT 3’ nDNA 250 pb 57 ——--
PON 2 5 AGG AGT GACGGTTGATCAGT 3’ nDNA 250 pb 57 -—

*T: temperatura de anelamento em °C.

** Tm: temperatura de dissociacdo em °C.

Os reagentes necessarios para a reacao foram: tampao de reacdo 10X (50 mM de
KCI, 20 mM de Tris-HCI pH 8.4) e 2 mM de MgCl,, ambos da Invitrogen; 0,2 uM de
cada iniciador, 0,2 mM de dNTPs e 2,5 Und de Tag DNA Polimerase (Invitrogen); em
um volume final de 25 pl. A seguinte condigdo de amplificagdo foi utilizada:
desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos; 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 40
segundos, anelamento a 57°C por 40 segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto e 30
segundos; uma extensao final a 72°C durante 7 minutos.

Em seguida, foi usado o par de iniciadores PON 1 e PON 2 que amplificam
regides repetitivas do nDNA do T. cruzi com amplicons de aproximadamente 250 pb
(Requena et al., 1992). Os reagentes necessarios para a reacdo foram: tampé&o de reacao
10X (50 mM de KCI, 20 mM de Tris-HCI pH 8.4) e 2 mM de MgCl,, ambos da
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Invitrogen; 0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTPs e¢ 2,5 Und de Tag DNA
Polimerase (Invitrogen); em um volume final de 25 pl. A seguinte condi¢do de
amplificacdo foi utilizada: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de
desnaturacéo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 57°C por 1 minuto, extenséo a 72°C

por 1 minuto; uma extenséo final a 72°C por 5 minutos.

2.5.2 Amplificacdo do DNA do cinetoplasto (KDNA) do Trypanosoma cruzi

As reagOes de amplificacdes do KDNA foram realizadas utilizando quatro pares
de iniciadores. Dois deles amplificam regiGes dos minicirculos de KDNA do T. cruzi
(S36/67R e S34/S67). Os outros dois pares de iniciadores foram desenhados durante o
presente trabalho pelos pesquisadores envolvidos nesta dissertacdo de mestrado visando
a amplificacdo de regides dos maxicirculos de kDNA do parasito (COII/COIIR e
ND4/ND4R). Esses iniciadores foram desenhados a partir daqueles usados no estudo de
Messenger et al. (2012).

2.5.2.1 Desenho dos iniciadores de maxicirculos

O desenho dos iniciadores de maxicirculos de KDNA de T. cruzi foi realizado
com base no artigo de Messenger et al., (2012). As sequéncias do artigo foram
analisadas através do programa de pesquisa BLASTN, disponivel no site do National
Center for Biotecnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para verificar a
similiaridade com o T. cruzi e outras espécies. Entretanto, algumas sequéncias tinham
similaridade com Leishimania sp. As sequéncias que tinham grande similaridade com T.
cruzi e sem reconhecimento com espécies filogeneticamente semelhantes ao mesmo
foram inicialmente selecionadas.

Posteriormente, as sequéncias pré-selecionadas no artigo de Messeger et al.
(2012) foram usadas para o desenho dos pares de iniciadores que flanqueiam as regides
de maxicirculos de KDNA de T. cruzi. Esse desenho foi feito com o auxilio do programa
Primer-BLAST, disponivel no site do National Center for Biotecnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Os seguintes critérios foram usados:
tamanho final do produto amplificado até 500 pb, que é um tamanho compativel com a
cPCR e aceito na qPCR; porcentagem de citosina e guanina (CG) no intervalo de 32 a
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52% e temperatura media de anelamento entre 56 e 61°C, com diferenca maxima de
1°C entre os iniciadores de cada par. Assim, definimos os nomes dos marcadores
especificos de ND4/ND4R e COIl/ COIIR. A nomenclatura estabelecida faz referéncia

aquela usada no artigo de Messenger et al. (2012).

2.5.2.2 Condicdes da amplificacdo do DNA do cinetoplasto (kDNA) do T. cruzi

Os iniciadores S36 e 67R anelam especificamente nas regides constantes dos
minicirculos de kKDNA e amplificam regido conservada e variavel dos mesmos, gerando
uma banda de aproximadamente 250 pb (Tabela 3). Os reagentes necessarios para a
reacdo foram: tampao de reacdo 10X (50 mM de KCI, 20 mM de Tris-HCI pH 8.4) e 2
mM de MgCl,, ambos da Invitrogen; 0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTPs e 2,5
Und de Tag DNA Polimerase (Invitrogen); em um volume final de 25 pL. Foi utilizada
a seguinte condicdo de amplificagdo: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos; 35
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto,
extensdo a 72°C por 1 minuto; uma extensdo final a 72°C de 5 minutos.

O segundo par de iniciadores sdo chamados de S34 e S67. Eles se anelam
especificamente nas regides conservadas dos minicirculos de KDNA e geram uma banda
de aproximadamente 122 pb (Tabela 3). Os reagentes necessarios para a reacdo foram:
tampéo de rea¢do 10X (50 mM de KCI, 20 mM de Tris-HCI pH 8.4) e 2 mM de MgCls,
ambos da Invitrogen; 0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTPs e 2,5 Und de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen); em um volume final de 25 uL. A seguinte condigdo de
amplificacdo foi usada: desnaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de
desnaturacéo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto, extensio a 72°C
por 1 minuto; uma extensao final a 72°C de 5 minutos.

Os iniciadores ND4 e ND4R anelam especificamente regides dos maxicirculos
de kDNA e geram uma banda de aproximadamente 344 pb (Tabela 3). Os reagentes
necessarios para a reacdo foram: tampéo de reacdo 10X (50 mM de KCI, 20 mM de
Tris-HCI pH 8.4) ¢ 2 mM de MgCI2, ambos da Invitrogen; 0,2 uM de cada iniciador,
0,2 mM de dNTPs e 2,5 Und de Taq DNA Polimerase (Invitrogen); em um volume final
de 25 pul. Foi utilizada a seguinte condigdo de amplificacdo: desnaturagéo inicial a 95°C

por 5 minutos; 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 59°C

40



por 1 minuto, extensdo a 72°C por 45 segundos; uma extensdo final a 72°C de 5
minutos.

O segundo par de iniciadores para deteccdo especifica de regiGes dos
maxicirculos de KDNA foi COIl e COIIR (Tabela 3). Eles geram uma banda de
aproximadamente 228 pb. Os reagentes necessarios para a reacdo foram: tampéo de
reacdo 10X (50 mM de KCI, 20 mM de Tris-HCI pH 8.4) e 2 mM de MgCl2, ambos da
Invitrogen; 0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTPs e 2,5 Und de Taq DNA
Polimerase (Invitrogen); em um volume final de 25 pL. A seguinte condi¢do de
amplificacdo foi utilizada: desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 minutos; 40 ciclos de
desnaturacéo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 58 °C por 1 minuto, extenséo a 72
°C por 30 segundos; uma extenséo final a 72 °C de 5 minutos.

2.5.3 Visualizagao dos produtos amplificados por cPCR

Os produtos de cPCR com os diferentes marcadores de nDNA e kDNA usando
como molde as diferentes concentracfes de T.cruzi foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1,3% corados com brometo de etidio a 0,5 mg/mL, utilizando tampé&o
TAE 1X (Tris acetato 90 mM pH 8,0 e EDTA 25 mM). O restante do mesmo produto
de cPCR de nDNA foi aplicado em gel de poliacrilamida 6% corado com solucdo de
prata (AgNO) a 0,2%, utilizando tampdo TBE 1X (Tris base, Acido bérico e EDTA
0,5M). Além dos produtos de cPCR, foi aplicado nos géis, marcador de peso molecular
para estimar o tamanho dos fragmentos de DNA. A andlise dos géis foi realizada com
transluminador de luz ultravioleta acoplado em sistema de aquisicdo de imagem

(Alphalmager Mini).

2.6 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA (gPCR)

A gPCR foi realizada para verificagdo da performance na deteccdo do T. cruzi
em comparagdo com a cPCR. Para isso, foi usado amostras com diferentes
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concentracdes de DNA do parasito. A gPCR também permitiu a quantificacdo absoluta
do nDNA e o kDNA do T. cruzi em amostras de DNA humano dos grupos positivo,
negativo e duvidoso. Diferentes pares de iniciadores foram usados (Tabela 3). As
amostras com diferentes concentracdes de T. cruzi também permitiram a elaboracéo de
uma curva padréo para a quantificacdo absoluta de DNA de T. cruzi em amostras de
DNA humano. Em todas as reagdes, foram incluidos dois controles negativos, um sem
DNA (branco) e o outro com DNA de individuo ndo infectado. Além disso, foram
incluidos controles positivos: uma amostra de T. cruzi e uma amostra de individuo
infectado (sorologia positiva em dois testes imunolédgicos e cPCR positiva para nDNA).

Todas as amplificagfes foram realizadas em duplicata em placas de 96 pocos
(Optical 96-Well Reaction Plate, MicroAmp®), em termociclador StepOne Real-time
PCR System (Applied Biosystems, CA, USA). Em todas as reacdes de gPCR utilizou-se
o fluoréforo SYBR Green, que se liga a fita dupla de DNA e, com excitacdo da luz
emitida pelo sistema Optico do termociclador, gera uma fluorescéncia verde. Os
resultados foram calculados pelo programa StepOne Software v2.3 (Applied
Biosystems, CA, USA), levando em conta o nimero de ciclos necessarios para que a
fluorescéncia da reacdo seja detectada. Através desse programa é possivel obter a curva
de amplificacdo (em inglés, amplification plot) das amostras, assim como a curva de
dissociagcdo (em inglés, melt ou melting curve). A curva de amplificagdo ilustra a
variagdo de fluorescéncia (ARn, onde o Rn é a fluorescéncia do corante repOrter
dividida pela fluorescéncia do corante de referéncia passiva) em funcdo do nimero de
ciclos da gPCR.

Ao final dos ciclos de amplificacdo da gPCR, a curva de dissociacao foi gerada
realizando mudancas de temperatura que permitem que as fitas duplas formadas se
dissociem em fita simples, provocando uma diminuicdo da fluoréscencia. Essa curva
indica o ponto correspondente a temperatura de dissociacdo dos fragmentos de DNA de
suas sequéncias alvo temperatura de dissociacdo ou, em inglés, temperatura de melting
ou Tm). A Tm é a temperatura onde sdo encontradas 50% de fita dupla de DNA e 50%
de fita simples. A curva de dissociacdo possibilita o controle de especificidade do

fragmento amplificado (fragmentos de tamanhos diferentes possuem Tm distintas).
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2.6.1 qPCR de nDNA do Trypanosoma cruzi

A amplificacdo do nDNA se deu a partir da combinagdo do par de
oligonucleotideos Tcz 3 e Tcz 4 (Ndao et al., 2000). Utilizou-se a seguinte
padronizacdo: 200 ng do DNA molde humano, adicionando 0,2uM de Tcz3 e 0,2 uM de
Tcz4 e 10 uL de Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (Thermo
Scientific/Fermentas, CA, USA), em um volume final de 20 puL. A seguinte condicdo de
amplificacdo foi usada: estabilizacdo a 50°C por 2 minutos (devido a presenca de dUTP
no master mix); desnaturacéo inicial a 95°C por 10 minutos; 40 ciclos de desnaturagdo a
95°C por 15 segundos, anelamento a 60°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 10
segundos. Para a formacéo da curva de dissociagdo: 95°C por 15 segundos, 60°C por 1

minuto e 95 °C por 15 segundos.

2.6.2 qPCR de KDNA do Trypanosoma cruzi

A reacgdo de amplificacdo quantitativa do KDNA se deu a partir da analise de trés
pares de iniciadores diferentes, que também foram utilizados na cPCR (dois permitindo
a amplificacdo de minicirculos e um de maxicirculos). A gPCR foi realizada para as
amostras humanas (grupo positivo, negativo e duvidoso) e para as amostras com
diferentes concentracgdes de T. cruzi.

Os iniciadores S36 e 67R anelam especificamente nas regides constantes dos
minicirculos de kDNA e geram uma banda de aproximadamente 250 pb com seus
catameros (Tabela 3). Para essa gPCR foi usada a seguinte padronizacdo: 200 ng do
DNA molde humano, adicionando 0,2uM de cada iniciador ¢ 10 uL. de Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific/Fermentas, CA, USA) , em um
volume final de 20 pL. A seguinte condicdo de amplificagéo foi utilizada: estabilizagéo
a 50°C por 2 minutos (devido a presenca de dUTP no master mix); desnaturacéo inicial
a 95°C por 10 minutos; 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a
57°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 10 segundos. Para a formacdo da curva de
dissociacdo: 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 95°C por 15 segundos.

O segundo par de oligonucleotideos utilizado foi S34 e S67 (Tabela 3). Eles
anelam especificamente as regides conservadas dos minicirculos de kKDNA e geram uma

banda de aproximadamente 122 pb. A amplificacdo dessa regido do KDNA do parasito
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requer 200 ng do DNA molde humano. As condi¢cdes de amplificacdo foram as
seguintes: estabilizagdo a 50°C por 2 minutos (devido a presenca de dUTP no master
mix); desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos; 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por
15 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 10 segundos.
Para a formagédo da curva de dissociagdo: 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e
95°C por 15 segundos.

Além desses dois pares de iniciadores que amplificam regides dos minicirculos
de KDNA de T. cruzi, foi utilizado o par de iniciadores ND4 e ND4R que anelam
especificamente regides dos maxicirculos de kDNA e geram uma banda de
aproximadamente 344 pb (Tabela 3). Para essa qPCR foi usada a seguinte
padronizacdo: 200 ng do DNA molde humano, adicionando 0,2uM de cada iniciador €
10 puL de Maxima SYBR Green/ROX ¢PCR Master Mix (2X) (Thermo
Scientific/Fermentas, CA, USA), em um volume final de 20 puL. A condi¢do de
amplificacdo foi a seguinte: estabilizacdo a 50°C por 2 minutos (devido a presenca de
dUTP no master mix); desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos; 40 ciclos de
desnaturacéo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 60°C por 45 segundos, extensdo a
72°C por 10 segundos. Para a formag&o da curva de dissociagdo: 95°C por 15 segundos,

60°C por 1 minuto e 95°C por 15 segundos.

2.6.3 Curva padrao para quantificacéo absoluta

Para identificar o nimero de ciclos necessarios para a deteccao da fluorescéncia
gracas ao fluor6foro SYBR® Green e para determinar a concentragdo absoluta de uma
amostra, é necessaria uma curva padrdo gerada pela relacdo dos valores de Cq (do
inglés, quantification cycle) e do logaritmo (log) do nimero de copia inicial (0s quais
sdo inversamente proporcionais) (Figura 9). O Cq é o ciclo a partir do qual a
amplificacdo exponencial alcanca uma intensidade de fluorescéncia superior ao limiar
de deteccdo (referéncia passiva do aparelho ou background).

Desta forma, para cada um dos diferentes alvos de nDNA e kDNA, foi
realizado uma curva padrao a partir das diferentes concentragcdes de DNA de T. cruzi. A
curva foi feita através de diluicdes seriadas de DNA do parasito (1:10) para obter

amostras contendo 10° a 10 par. eq./mL. Para a validacdo das curvas foi necessario que
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a eficiéncia apresentada estivesse entre 90 e 110%. As curvas padrées foram
armazenadas e utilizadas para a quantificacdo das gqPCRs através da utilizacdo da
equacdo da reta (y = ax+b; onde y é o Cq da amostra; x é a quantidade do produto

amplificado a ser calculada; a € o coeficiente angular da reta e b é o coeficiente linear).

0.90

e
0.70

0.60

0.40

Limiar
0.30 @ 5 _:_.: .............................................

0.20

Regido da linha de base Amostra controle sem DNA

Fluorescéncia emitida

0.10

0.00 - 4
0 5 10 15 20 25 30 35 40

C

Numero de ciclos da PCR

Figura 9. Curva de amplificacéo da gPCR ilustrando o seu Cg. (1) lustra a linha basal, onde ndo ha
amplificacdo suficiente para ultrapassar o ruido de fluorescéncia; (2) Fase exponencial, onde a
fluorescéncia dobra a cada ciclo, tornando-se capaz a detec¢do; (3) Fase platd, onde ndo existe mais
aumento no produto de PCR. Adaptado de Novais et al., 2004.

2.6.4 Eletroforese em gel de agarose

Como ja foi citado, uma das vantagens da qPCR ¢ o fato da etapa de eletroforese
ser desnecessaria. Entretanto, no caso das amostras de humanos, em situac¢Ges de ddvida
quanto a especificidade da amostra amplificada (diferencas no padrdo da curva de
dissociacdo) foi realizada a andlise eletroforética em gel de agarose 1,3% corado com
brometo de etidio, permitindo a comparagdo das curvas de dissociagdo com 0s

fragmentos de DNA visualizados no gel.
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V RESULTADOS

1. REVISAO SISTEMATICA

Ao final de todas as etapas de triagem dos estudos, 27 artigos foram

selecionados. A Tabela 4 apresenta os trabalhos que entraram na RS, do mais recente

ao mais antigo. Desses, 26 foram publicados em inglés e um em espanhol.

Tabela 4. Artigos selecionados na revisao sistemética

. i < FATOR DE
REFERENCIA TITULO DO ARTIGO PERIODICO IMPACTO
Castro-Sesquen  Use of a Chagas Urine Nanoparticle Test (Chunap) to
etal 2016 Correlate with Parasitemia Levels in T. cruzi/HIV Co- 'T’Ir_ooisc;\:elg:ggig 4.446
N infected Patients P
Alvarez et al., New scheme of intermittent benznidazole administration Antimicrobial
2015 in patients chronically infected with Trypanosoma cruzi. Agents and 4.476
A pilot short-term follow-up study in adult patients Chemotherapy
Trypanosoma cruzi burden, genotypes, and clinical Journal of
Aptetal., 2015  eyaluation of Chilean patients with chronic Chagas parasitology 2.027
cardiopathy research
Cancino-Faure Evidence of meaningful levels of Trypanosoma cruzi in Transfusion
etal., 2015 platelet concentrates from seropositive blood donors.
Melo etal, Usefulness of real time PCR to quantify parasite load in Parasites e 3.234
2015 serum samples from chronic Chagas disease patients. Vectors
Ramirez etal.,,  Analytical Validation of Quantitative Real-Time PCR Journal of
2015 Methods for Quantification of Trypanosoma cruzi DNA Molecular 4.851
in Blood Samples from Chagas Disease Patients Diagnostics
Follow-up of an Asymptomatic Chagas Disease
Bianchietal.,,  Population of Children after Treatment with Nifurtimox  PLOS Neglected 4.446
2015 (Lampit) in a Sylvatic Endemic Transmission Area of  Tropical Disease
Colombia.
Benvenuti et Trypanosoma cruzi persistence in the native heart is The Journal of
al. 2014 associated with high-grade myocarditis, but not with ~ Heart and Lung 6.65
B Chagas’ disease reactivation after heart transplantation Transplantation
Blanchetetal., First report of a family outbreak of Chagas disease in  Infection, Genetics 2591
2014 French Guiana and posttreatment follow-up and Evolution
Llano et al Evaluacion preliminar de la prueba comercial Chagas
o014 (Trypanosoma cruzi) 1gG-ELISA® en individuos Biomédica 0.549
colombianos.
. Toxic and therapeutic effects of Nifurtimox and
Rojo et al., . . . . Journal 2380
Benznidazol on Trypanosoma cruzi ex vivo infection of . .
2014 SR Acta Tropica
human placental chorionic villi explants
Treatment of Chagas’ disease with itraconazole: Journal of
Aptetal., 2013 electrocardiographic and parasitological conditions after Antimicrobial 5.313
20 years of follow-up Chemotherapy
Cura et al Early Molecular Diagnosis of Acute Chagas Disease American Journal
" i i 5.683
2013 After Transplantation With Organs From Trypanosoma of Transplantation

cruzi—Infected Donors
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Analytical Performance of a Multiplex Real-Time PCR

Duf%g al, Assay Using TagMan Probes for Quantification of .T_Ir‘ooiscgeg::g;ig 4.446
Trypanosoma cruzi Satellite DNA in Blood Samples. P
Jacksonetal.,  Serological and parasitological response in chronic BMC Infectious 2613
2013 Chagas patients 3 years after nifurtimox treatment Diseases
Towards the establishment of a consensus real-time
Moreiraetal., gPCR to monitor Trypanosoma cruzi parasitemia in Journal 2.380
2013 patients with chronic Chagas disease cardiomyopathy: a Acta Tropica
substudy from the BENEFIT trial
Mufioz et al., Evaluation of Nifurtimox Treatment of Chronic Chagas Antimicrobial 4.476
. - - Agents and :
2013 Disease by Means of Several Parasitological Methods
Chemotherapy
How to Improve the Early Diagnosis of Trypanosoma
Buaetal. 2013 cruzi Infection: Relationship between Validated PLOS Neglected 4.446
N Conventional Diagnosis and Quantitative DNA  Tropical Disease
Amplification in Congenitally Infected Children
Castillo et al Role of matrix metalloproteinases 2 and 9 in ex vivo
2012 Trypanosoma cruzi infection of human placental Placenta 2.972
chorionic villi
Sensitive and Specific Detection of Trypanosoma cruzi
Qv:lr nsztgolr; € DNA in Clinical Specimens Using a Multi-Target Real- ?rLoOicheg:ggig 4.446
N Time PCR Approach P
. Real-Time PCR in HIV/Trypanosoma cruzi Coinfection
Freltzaglelt al. \ith and  without Chagas Disease Reactivation: 'T’Ir_ooisc;\:elg:ggig 4.446
Association with HIV Viral Load and CD4+ Level P
Marcon et al Trypanosoma cruzi: parasite persistence in tissues in l\/_Iemérias do
" ! oo ke . Instituto Oswaldo 1.592
2011 chronic chagasic Brazilian patients Cruz
. International Study to Evaluate PCR Methods for
Schijman etal., Detection of Trypanosoma cruzi DNA in Blood Samples PLOS Neglected 4.446
2011 : . Tropical Disease
from Chagas Disease Patients
Hidron et al., Chagas Cardiomyopathy in the Context of the Chronic ~ PLOS Neglected 4.446
2010 Disease Transition Tropical Disease
Duffy et al., Accurate Real-Time PCR Strategy for Monitoring  PLOS Neglected 4.446
2009 Bloodstream Parasitic Loads in Chagas Disease Patients Tropical Disease
Piron et al., Development of a real-time PCR assay for Trypanosoma Journal 2380
2007 cruzi detection in blood samples Acta Tropica
Comparison of Trypanosoma cruzi Lineages and Levels The American
Virreira et al., pansor ypal g .~ Society of Tropical 0.916
of Parasitic DNA in Infected Mothers and Their e
2007 Medicine and
Newborns .
Hygiene

Pode-se verificar que dos 27 artigos da revisdo, nove foram publicados no
periddico PLOS Neglected Tropical Disease, trés no Journal Acta Tropical, dois no
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, um nas revistas seguintes: Placenta, Parasites
& Vectors, Infection, Genetics and Evolution, The Journal of Heart and Lung
Transplantation, Transfusion, Journal of Parasitology Research, American Journal of
Transplantation, Biomédica, Journal of Antimicrobial Chemotherapy, Journal of
Molecular Diagnostics, BMC Infectious Diseases, Memorias do Instituto Oswaldo Cruz
e The American Society of Tropical Medicine and Hygiene. O fator de impacto dessas
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revistas variou entre 0.54 a 6.65. Os anos de publicacdo dos periodicos analisados
variaram entre 2007 a 2016, sem nenhum artigo do ano 2008. A maioria dos estudos
avaliados foram publicados nos ultimos cinco anos (20/27): dois artigos publicados em
2012, sete em 2013, quatro em 2014 e seis em 2015 e um no ano de 2016. (Figura 10).

0 T T T T T T T T T T
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Figura 10. Cronologia dos anos de publicacdo dos estudos da revisdo sistematica. Os maiores

ntmeros de publicagdes ocorreram nos Ultimos cinco anos.

De acordo com um dos critérios de inclusdo, os estudos selecionados na RS
foram realizados com amostras de humanos. O método quantitativo se mostrou
prevalente entre eles, ou seja, os estudos apontam uma frequéncia numérica de um
determinado grupo ou populacéo.

Em relacdo aos objetivos dos artigos, a maioria (19/27) utilizou gPCR para
verificar a eficiéncia da técnica comparada com outro método, como o sorolégico ou a
cPCR e oito tiveram como finalidade a estimativa da carga parasitaria.

A Tabela 5 apresenta caracteristicas de interesse dos estudos selecionados. A
area geografica de obtencdo das amostras foi bastante variada, incluindo paises
endémicos (como por exemplo, Argentina, Brasil e Bolivia) e ndo endémicos (como por
exemplo, Estados Unidos e Suica) para a doenca de Chagas. Os paises que mais
apareceram nos estudos foram Bolivia e Brasil, respectivamente. Entretanto, sete artigos

ndo mencionam o local de origem das amostras biologicas.
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Tabela 5: Caracteristicas de interesse dos estudos selecionados na revisao sistematica.

AREA GEOGRAFICA DE

IDADE EM ANOS

TIPO DE AMOSTRA

: TAMANHO AMOSTRAL 2 METODO DE EXTRACAO
REFERENCIA ORIGEM DA AMOSTRA DAS AMOSTRAS* BIOL%?;;ACESADA DO DNA
Castro-Sesquen et Bolivia 55 pacientes com HIV (al_guns N&o informado Sangue N4o informado
al., 2016 infectados com T. cruzi).
Alvage(z)zlgt al. Argentina 20 chagésicos cronicos 18a60 (43+7,9). Sangue N&o informado
50 individuos com cardiomiopatia . .
J . ) Kit comercial QlAamp®

Aptetal., 2015 Chile chagasica cronica (grupo A) e 50 Grupo A: 30.a 81 Sangue DNA Blood Mini Kit

individuos sem cardiomiopatia (grupo
B)

Grupo B: 20 a 76

(Qiagen, Valencia, CA)

Cancino-Faure et
al., 2015

Né&o informado

1201 doadores de sangue
soropositivos para doenga de Chagas
(fase da doenca ndo informada)

Né&o informado

Sangue total e outros
componentes
sanguineos, como
plasma e plaquetas

Kit comercial High Pure
(Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany)

Melo et al., 2015

Brasil

40 chagasicos cronicos (22 mulheres
e 18 homens)

18a73

Sangue e soro

Kit comercial QlAamp DNA
Mini kit (Qiagen, Valencia,
CA), adaptado.

Kit commercial High Pure

Ramirez et al., México, Guiana Francesa, 156 chagdsicos aqudos e cronicos Niio informado Sanaue PCR Template Preparation kit
2015 Bolivia, Venezuela e Brasil g 9 9 (Roche Diagnostics,
Indianapolis, USA), adaptado.
. . - ~ Kit comercial Roche High
Bianchi et al., Colombia 63 chagasm_os (fase da doenga néo 4219 Sangue Pure PCR Template
2015 informada) . .
Preparation Kit (Roche)
18 chagasicos cronicos com . .
Benvenuti et al., X reativacdo da doenca de Chagas - Kit _co_mgrmal_ QIAam_p DNA
N&o informado A " N&o informado Sangue mini kit (Qiagen, Hilden,
2014 (CDR) apos transplante cardiaco e 16 Germany)
individuos chagésicos sem CDR Y
o - Kit comercial DNeasy Tissue
Blanchet etal., Guiana Francesa Qito individuos da~me_sma familia N&o informado Sangue Kit (Qiagen, Hilden,
2014 (fase da doenca ndo informada)
Germany)
Kit comercial High Pure PCR
Llano et al., 2014 Colémbia 99 chagasicos cronicos 21a83 Sangue Template (PRrgEzgatlon Kit®
Mannheim,Germany).
Rojo et al., 2014 Né&o informado Né&o informado Né&o informado Sangue Kit comercial Wizard

Genomic DNA Purification
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Kit (Promega, USA)

Aptetal., 2013

Chile

46 chagaésicos onde foi evidenciado
“cura” e 67 chagasicos na fase
indeterminada da doenca

N&o informado

Amostras fecais de
triatomineos obtidas por
xenodiagndstico da
populacéo do estudo

Kit comercial FavorPrep
Blood Genomic DNA
Extraction Kit (Favorgen
Biotech Corp)

Seis individuos na fase aguda da

Kit comercial High Pure PCR
Template Preparation kit

Curaetal., 2013 Néo informado doenca de Chagas N4o informado Sangue (Roche Diagnostics,
Indianapolis, USA) adaptado.
Grupo 2: 63 chagésicos cronicos da Template Preparation kit
Venezuela, Bolivia e Pos Bc?livia . (Roche Diagnostics, Indiana,
Duffy et al., 2013 - . (o - Néo informado Sangue USA), adaptado. QlAamp
Argentina Gupo 3: 34 chagésicos cronicos da e
Argentina DNA Mini Kit (N&o informa
Grupo 4: 27 recém-nascidos de méaes sgﬁgftaentzgzalsr;ufeét;))
soropositivas P grup
Jackson et al Kit comercial QlAamp DNA
" Suica 37 chagésicos crbnicos N&o informado Sangue Mini Kit (Qiagen, San Diego,
2013 USA)
. 150 chagésicos cronicos e 30 Kit comercial QlAamp DNA
Moreira et al., . . IR .
N0 informado controles negativos (sem sorolo'g~|a NZio informado Sangue Mini Klt,(Qlagen, Valencia,
2013 para doenga de Chagas e de regido CA) e método manual fenol-
ndo endémica). cloroférmio
Mufioz etal., Chile 21 mulheres chagésicas cronicas 23a50 Sangue e_amqstr_as de Né&o informado
2013 xenodiagnostico
Kit comercial Illustra blood
Bua et al., 2013 Argentina 834 grévidas chagésicas cronicas e 51 NZio informado Sangue Mini columns (GE Healthcare

criangas nascidas das mées chagasicas

Life Sciences, Uppsala,
Sweden)

Castillo et al.,
2012

Nao informado

Nao informado

Nao informado

Células das vilosidades
coridnicas humanas
(placenta)

Kit comercial Wizard
Genomic DNA Purification
Kit (Promega, USA)

Qvarnstrom et al.,
2012

Estados Unidos

119 chagasicos (fase da doenca ndo
determinada)

Nao informado

Sangue e tecido
(cefalorraquidiano)

Kit comercial QlAamp blood
mini DNA kit (Qiagen,
Valencia, Calif.) para sangue
total, DNeasy blood e DNA
kit (Qiagen) para tecidos.

Freitas et al.,
2011

Brasil

57 chagésicos cronicos
imunocompetentes e 34 chagasicos

A partir de 18

Sangue

Kit comercial QlAampTM
DNA Mini Kit (Qiagen,
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croncos portadores do HIV (29 sem
reativagdo da doenga de Chagas e
cinco com reativagdo)

Hilden, Germany)

Marcon et al.,
2011

Brasil

13 chagasicos cronicos necropsiados.

N&o informado

Tecido cardiaco

Kit comercial Qiagen DNeasy
Tissue Kit (Qiagen)

Schijman et al.,
2011

N&o informado

Amostras soronegativas com adi¢éo
de diluicdes de T. cruzi (CLBrene),
32 chagésicos variados (fase
indeterminada, crénicos,
imunossuprimidos, transplantados de
coracdo, apresentando forma cardiaca
e ou digestiva) e 10 ndo-chagasicos

N&o informado

Sangue

High Pure PCR (Roche
Applied Science) e método
manual fenol-cloroférmio.

Hidron et al.,
2010

Bolivia

394 chagésicos cronicos

N&o informado

Sangue

Método manual: Fenol-
Cloroférmio

Duffy et al., 2009

Argentina

Grupo 1: 43 criangas chagésicas
Grupo2: trés adultos chagéasicos
cronicos com cardiomiopatia.

Grupo 1: 15 dias a 18
anos
Grupo 2: ndo
informado

Sangue

Kit comercial QIAmp DNA

Mini Kit (Qiagen, Valencia,

CA) e método manual com
fenol-cloroférmio.

Piron et al., 2007

Bolivia, Argentina, Brasil,

Honduras.

38 chagésicos cronicos

Nao informado

Sangue

Kit comercial High Pure PCR
Template Preparation kit
(Roche, Basel, Switzerland)

Virreira et al.,
2007

Bolivia

36 recém-nascidos infectados pelo T.
cruzi congenitamente e 15 mées
chagésicas cronicas

Nao informado

Sangue

Kit comercial QlAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen,
Valencia, CA)

*A idade esté indicada em anos. Entre parénteses esta a média e 0 desvio-padrdo, nos casos em que essa informagéo foi informada.
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As populacdes dos estudos foram bastante heterogéneas, variando muito o
tamanho amostral (de seis a 1201 individuos), o tipo de sujeito, a fase da doenca de
Chagas, a presenca ou auséncia do co-infeccdo com outro agente patoldgico, entre
outros. De interesse, dos 27 estudos, dois deles ndo forneceram informacdes sobre o
tamanho da populagéo estudada (Tabela 5).

Das variaveis de interesse analisadas no presente estudo de RS, a idade foi
aquela em que houve o maior numero de lacunas. Dezenove trabalhos néo
disponibilizaram essa informacédo (Tabela 5). Ou seja, a caracterizacdo da populacédo
nem sempre foi realizada.

A amostra bioldgica mais utilizada para obtengdo do DNA foi o sangue (24/27).
Em um dos artigos (Apt et al., 2013) a extracdo de DNA foi realizada apds o
xenodiagnodstico em pacientes chagasicos. Como os &cidos nucléicos foram obtidos
iniciamente do tecido humano, os pesquisadores consideraram que esse trabalho
obedecia aos critérios de incluséo.

E sabido que o método de extragdo dos &cidos nucléicos pode afetar o
desempenho da PCR (Moreira et al., 2013). Por essa razdo, procurou-se verificar os
métodos utilizados para a obtencdo do material molde para as gPCRs. Vinte estudos
utilizaram apenas kits comerciais para a extracdo do DNA. Um trabalho realizou apenas
a extracdo manual com a técnica fenol-cloroférmio. Porém, para a obtencdo dos &cidos
nucléicos, trés artigos utilizaram tanto kits comerciais, quanto o método de extracdo
manual. Dois deles realizaram a extracdo com fenol-cloroférmio e com o kit QlAamp
DNA Mini kit (Schijman et al., 2011; Moreira et al., 2013) e um estudo utilizou o kit
High Pure PCR (Roche Applied Science), além do método manual fenol-cloroférmio
(Duffy et al., 2009). Curiosamente, quatro publicacdes ndo citaram o método de
obtencéo dos acidos nucléicos (Tabela 5).

Apesar de quase todos os artigos utilizarem kits comercais para extracdo do
DNA, houve uma grande discrepancia em relacdo a quantidade de sangue utilizado,
mesmo entre aqueles que usaram o mesmo kit. Ocorreu variacdo na escolha da
quantidade de sangue utilizada para a extragdo (entre 200 pl a 10 mL) e alguns autores
nem citam a quantidade. Quase todos os estudos utilizaram o tubo EDTA para coleta
com adicao de guanidina para uma melhor preservacao da amostra.

Na Tabela 6 € possivel observar que o método de deteccdo da qPCR mais usado
foi o sistema de sonda de hidrdlise TagMan. Esse sistema foi usado 19 vezes, enquanto
0 agente ligante de DNA SYBR Green foi usado apenas nove vezes. Notar que dois
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artigos utilizaram o TagMan e o SYBR Green e um ndo mencionou o0 metodo de
deteccdo da fluorescéncia.

Em relacdo aos protocolos de qPCR usados, eles foram extremamente variados
no que diz respeito a temperatura de ciclagem, quantidade de DNA molde, tipo de
reagente, entre outros. A Tabela 6 traz informacdes a respeito do DNA alvo das gPCRs,
assim como os pares de iniciadores utilizados.

Em relacdo aos marcadores moleculares, a maioria das publicagbes (24/27)
utilizaram iniciadores permitindo a amplificacdo do nDNA do T. cruzi, usando TcZ 1 e
2, TcZ 3 e 4 e Cruzi 1 e Cruzi 2. Quatro artigos fizeram analises com marcadores
especificos tanto para nDNA, quanto para KDNA. Trés estudos usaram somente
minicirculos de KDNA e um ndo mencionou o tipo de marcador utilizado (Tabela 6).

Apesar de todos os estudos da revisdo serem de base experimental, os métodos
de abordagem, protocolos, marcadores selecionados e andlises estatisticas pela qual eles

foram realizados apresentam-se de forma heterogénea.

53



Tabela 6: DNA alvo amplificado, iniciadores utilizados e sistema de detecgédo da qPCR realizadas nos estudos selecionados na revisao sistematica.

- DNA A s > TAMANHO DO SISTEMA DE
REFERENCIA AMPLIEICADO INICIADORES SEQUENCIAS DOS INICIADORES (5’ 3°) PRODUTO DETECCAO
Cruzil ASTCGGCTGATCGTTTTCGA
Castro-Sesquen et al., 2016 nDNA Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA 166 pb TagMan
nDNA Cruzil ASTCGGCTGATCGTTTTCGA
Alvarez et al., 2015 Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA Nao informado TagMan
kDNA N&o informado
Cruzil . ..
Aptetal., 2015 nDNA Cruzi 2 Nao informado Nao informado TagMan
Cancino-Faure et al., 2015 nDNA gﬂ;: % Nao informado Nao informado TagMan
Cruzil ASTCGGCTGATCGTTTTCGA ..
Melo et al., 2015 nDNA Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA Nao informado TagMan
nDNA Cruzil ASTCGGCTGATCGTTTTCGA
Ramirez et al., 2015 Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA Nao informado TagMan
kDNA Nao informado Nao informado
. . Cruzil ASTCGGCTGATCGTTTTCGA ..
Bianchi et al., 2015 nDNA Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA Nao informado TagMan
Benvenuti et al., 2014 nDNA g:ﬂz: % N&o informado 166 pb TagMan
32F TTTGGGAGGGGCGTTCA ..
Blanchet et al., 2014 kDNA 148R ATATTACACCAACCCCAATCGAA Néo informado TagMan
Cruzil ASTCGGCTGATCGTTTTCGA
Llano etal., 2014 NDNA Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA 166 pb TagMan
. TcZF GCTCTTGCCCACAMGGGTGC
Rojo et al., 2014 nDNA TcZ R CAAGCAGCGGATAGTTCAGG 182 pb SYBR Green
Cruzil ASTCGGCTGATCGTTTTCGA -
Aptetal., 2013 nDNA Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA Né&o informado TagMan
Curaetal., 2013 kDNA N&o informado Nao informado Nao informado Nao informado
Cruzil ASTCGGCTGATCGTTTTCGA ..
Duffy et al., 2013 nDNA Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA Nao informado TagMan
TcZ 3 TGCACTCGGCTGATCGTTT ..
Jackson et al., 2013 nDNA Tez 4 ATTCCTCCAAGCAGCGGATA Nao informado TagMan
Cruzil
Moreira et al., 2013 NDNA Cruzi2 Nao informado Nao informado SYBR Green e
Sat Fw TagMan
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Sat Rv

Diaz 7
Diaz 8
TcZ 1
Sat Rv
kDNA Fw
KDNA kDNA Rv
~ Cruzil ASTCGGCTGATCGTTTTCGA .-
Mufioz et al., 2013 nDNA Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA Nao informado TagMan
Sat Fw GCAGTCGGCKGATCGTTTTCG . -
Buaet al., 2013 nDNA Sat Rv TTCAGRGTTGTTTGGTGTCCAGTG Nao informado SYBR Green
. TcZF GCTCTTGCCCACAMGGGTGC
Castillo et al., 2012 nDNA TcZR CAAGCAGCGGATAGTTCAGG 182 pb SYBR Green
nDNA Cruzil ASTCGGCTGATCGTTTTCGA
Qvarnstrom et al., 2012 Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA Né&o informado TagMan
" KDNA 32F TTTGGGAGGGGCGTTCA g
148R ATATTACACCAACCCCAATCGAA
Tcz1 Nao informado
. TcZ2 Nao informado L.
Freitas et al., 2011 nDNA Tz 3 TGCTGCAGTCGGCTGATCGTTTTCCA Nao informado SYBR Green
TcZ 4 CAAGCTTGTTTGGTGTCCAGTGTGTGA
TcZ1 CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT
TcZ?2 CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG .-
Marcon et al., 2011 nDNA TeZ 3 TGCTGCASTCGGCTGATCGTTTTCGA Néo informado SYBR Green
TcZ 4 CARGSTTGTTTGGTGTCCAGTGTTGTGA
TcZF GCTCTTGCCCACAMGGGTGC SYBR Green (TcZ
. TcZR CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG . FeTcZR)e
Schijman etal., 2011 nDNA Cruzi 1 ASTCGGCTGATCGTTTTCGA Ndoinformado . Man (Cruzi 1 e
Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA Cruzi 2)
. Cruzi 1 ASTCGGCTGATCGTTTTCGA
Hidron etal., 2010 nDNA Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA 166 pb TagMan
Sat Fw GCAGTCGGCKGATCGTTTTCG ..
Duffy et al., 2009 nDNA Sat Rv TTCAGRGTTGTTTGGTGTCCAGTG Nao informado SYBR Green
. Cruzi 1 ASTCGGCTGATCGTTTTCGA
Piron et al., 2007 NDNA Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA 166 pb TagMan
Virreira et al., 2007 kDNA 232 Néo informado Néo informado SYBR Green
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2. REACAO DE POLIMERIZACAO EM CADEIA (PCR)

2.1 Deteccéo do T. cruzi por cPCR

2.1.1 Amplificacdo de nDNA

Para a amplificacdo do nDNA do T. cruzi, foram usados os oligonucleotideos
TcZ3/TcZ4 e PON1/PON2. Os produtos das amplificagfes das cPCRs, usando como
molde diferentes concentracdes do parasito,