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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
Paula Finamore Araujo

A doenca de Chagas constitui a quarta mais importante doenca tropical, suplantada
somente pela maléria, tuberculose e esquistossomose. A analise por microscopia é o
método classico para descricdo de infeccdo natural de triatomineos por Trypanosoma
cruzi e apresenta algumas limitagbes como baixa sensibilidade e reprodutibilidade,
dificuldade de exame nos diferentes estagios evolutivos dos vetores, necessidade da
analise em insetos frescos, além de ser um procedimento extremamente laborioso.
Nesse contexto, a utilizacdo da PCR em Tempo real (QPCR) para o diagnostico de T.
cruzi apresenta varias vantagens, como maior sensibilidade, rapidez e reprodutibilidade,
possibilitando investigar o desenvolvimento do parasito no vetor. Neste trabalho, foi
desenvolvido um ensaio multiplex de gPCR pelo sistema TagMan com alvos para o
gene correspondente a regido 12S do RNA ribossomal de triatomineos e para 0 DNA
nuclear satélite de T. cruzi, capaz de estimar a carga parasitaria em amostras de insetos
positivas para infeccdo por T.cruzi. Além disso, padronizamos uma gqPCR com
transcricdo reversa (RT-qPCR), com alvo para o gene T. cruzi GAPDH, capaz de
quantificar parasitos viaveis em amostras de triatomineos. A reacdo de gPCR multiplex
apresentou uma deteccdo linear para T. cruzi na faixa de 10° a 0,5 equivalentes de
parasitos e para triatomineo na faixa de 3 a 1,5 x 10™ equivalentes de triatomineo. Além
disso, foi possivel determinar um Limite de Deteccdo em 0,41 eq. Parasitos. Para
validacdo clinica da PCR quantitativa, 13 amostras de triatomineos coletados em
campo, positivas para infec¢do por T. cruzi, foram quantificadas e apresentaram cargas
variadas, cuja mediana foi de 10° eq. parasito/eq. triatomineo. Posteriormente, para
acompanhar o desenvolvimento do T. cruzi (Dm28c) em Rhodnius prolixus, ao longo de
todo o trato digestivo e das suas diferentes por¢oes, RNA e DNA total foram extraidos
de insetos em diferentes periodos ap6s a alimentagdo com sangue contendo T. cruzi. Foi
possivel observar que, a partir de 9 dias pds-alimentacdo dos insetos, ocorre uma
diminuicdo da quantidade de parasitas viaveis (detectados por RNAm) em todo o trato
digestivo do vetor, que ndo é acompanhada pela diminui¢do da quantidade de parasitos
totais (detectados por DNA). Sendo que, avaliando separadamente o contetdo intestinal,
esta diminuigdo ocorre principalmente na porcdo anterior do intestino médio do inseto.
Em paralelo, foi observado através de uma RT-gPCR com alvo no gene TcS5, altamente
expresso nas formas tripomastigotas, deteccdo destas formas apenas na quarta semana
apos alimentacdo. Os ensaios de gPCR e RT-gqPCR desenvolvidos neste estudo
contribuiréo para para determinar a taxa de infeccéo de triatomineos silvestres, além de
auxiliar em estudos sobre competéncia vetorial de triatomineos e a incidéncia da doenca
de Chagas.

Palavras chave: Doenga de Chagas, Rhodnius prolixus, g°PCR, RT-gPCR
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
Paula Finamore Araujo

Chagas disease constitutes the fourth most important tropical disease, supplanted only
by malaria, tuberculosis, and schistosomiasis. Microscopical examination is a classic
method to describe the natural infection of triatomines by Trypanosoma cruzi, but it
presents some limitations. Therefore, the development of molecular assays to quantify
with high sensitivity and precision the parasite load in the triatomines is important to
further study the vectorial competence of these insects. In this context, this study aims
to develop a quantitative Real Time PCR (gqPCR) assay to monitor the parasite load in
triatomine samples, which is capable to detect and quantify absolute levels of T. cruzi in
triatomine samples, differentiating total parasites from viable parasites by DNA and
mMRNA detection with high sensitivity, specificity and reproducibility, in order to
investigate the development of distinct strains of T. cruzi in insect vectors. In this work,
we developed a qPCR TagMan multiplex assay targeting the T. cruzi nuclear satellite
DNA and the triatomines 12S rRNA gene, wich is capable to detect and quantify
distinct strains of the parasite and species of triatomines. Also, to quantify only viable
parasites, a RT-qgPCR was developed, targeting the T. cruzi GAPDH and triatomines
12S rRNA genes. Our multiplex qPCR reaction presented a linearity ranging from 10° to
0.5 parasite equivalents, for the T. cruzi target, and from 3 to 0.00015 triatomine
equivalents, for the vector insect target. It was also possible to determine that gPCR
Limit of Detection (LOD) was 0,41 parasite equivalents. To validate the assay, 13
samples from field triatomines, positive for T. cruzi infection, were evaluated by qPCR,
with variations in parasite load. Furthermore, to follow T. cruzi (Dm28c) development
in Rhodnius prolixus total digestive tract and its different portions, total DNA and RNA
were extracted from insect samples under increasing periods after feeding with blood
containing T. cruzi. Nine days after feeding, it was possible to observe a time-
dependent decreasing on the viable parasite quantity during the time course of the
experiment, in which this decreasing occurs mainly in the anterior midgut portion. At
the same time, was also observed in a RT-gqPCR targeting TcS5 gene, highly expressed
in trypomastigotes forms, besides the development of trypomastigotes forms inside the
insect vector four weeks after feeding. The gqPCR and RT-qPCR assays developed in
this study are suitable to determine the infection rate of sylvatic triatomines and they
can contribute to understand the vectorial competence of triatomines as well as the
incidence of Chagas disease.

Key words: Chagas Disease, Rhodnius prolixus, gPCR, RT-gPCR
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1. INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE CHAGAS

A Doenca de Chagas, também denominada Tripanossomiase Americana, foi
descrita pela primeira vez em 1909 por Carlos Chagas, quando este supervisionava uma
campanha contra a Malaria no Estado de Minas Gerais (Vicente Amato Neto, 2008).
Durante a investigacdo, Carlos Chagas ndo sé descobriu a doenga, como também
conseguiu estabelecer seu agente etioldgico e o ciclo parasitério, identificando os
insetos vetores e definindo varios outros aspectos clinicos e epidemioldgicos

relacionados a mesma (Chagas, 1909; Chagas-Filho, 1974).

O agente etiologico da doenca, Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), é um
protozoario flagelado pertencente a familia Trypanosomatidae, caracterizado pela
existéncia de um unico flagelo e do cinetoplasto, uma organela contendo DNA e
localizada na mitocdndria. Sua transmissdo se d&, principalmente, por intermédio do
inseto vetor, hemiptero hematéfago da familia Reduviidae (Chagas, 1909; Lent &
Wygodzinsky, 1979), popularmente conhecido como "barbeiro", devido ao seu habito
de picar o rosto das pessoas. No entanto, a transmissdo do protozoario pode ocorrer
também pela ingestdo de alimentos contaminados com as fezes de triatomineo,
transfusdo sanguinea, transplante de 6rgdos (Wendel & Dias, 1992; Schmunis, 2007;
Coura, 2015), congénita ou transplacentéria (Brutus et al., 2008; Gontijo et al., 2009) e
em acidentes de laboratério (Dias, 1997; Coura et al., 2005). A dindmica e a ocorréncia
dos diferentes mecanismos de transmissdo irdo variar conforme as condicBes e
circunstancias de cada regido, garantindo a propagacdo da Doenca de Chagas para
outras areas do mundo, inclusive para regiGes consideradas ndo endémicas (Coura &
Vifias, 2010).

Uma vez adquirida a infeccdo pelo protozoario, em pouco tempo ela se
generaliza no hospedeiro vertebrado, acarretando em manifestagdes clinicas que variam
desde infeccOes assintomaticas até sintomas como febre, mal estar, anorexia e cefaléia.
Além disso, o individuo infectado pode apresentar edema localizado ou generalizado,
aumento dos linfonodos, hepatomegalia, esplenomegalia, manifestacdes nervosas, bem
como comprometimento cardiaco (Prata, 2001; Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda,

2003; Dias, 2006a; Coura & Vifias, 2010). Este periodo inicial consiste na fase aguda da



doenca e caracteriza-se por parasitemia detectavel através de exame direto, consideravel
parasitismo celular, assim como intensa reacdo inflamatoria local. (Rey, 2011; Vicente
Amato Neto, 2008).

Embora a fase aguda da infeccdo seja potencialmente fatal, a infeccdo pelo T.
cruzi é frequentemente assintomatica e, com a regressao das manifestacdes desta fase,
instala-se a fase crénica da doenca, que também pode ser letal ao individuo. Nesta fase,
a parasitemia sofre acentuada reducéo, assim como o parasitismo celular e a intensidade
do processo inflamatdrio, devido a resposta imunoldgica do hospedeiro. Apos este
periodo de alta parasitemia, o hospedeiro infectado pode apresentar pelo resto da vida a
forma indeterminada da doenca, ndo aparentando nenhum tipo de sinais e sintomas,
apenas a sorologia positiva para infeccdo pelo T. cruzi (Vicente Amaro Neto, 2008;
Coura, 2007). No entanto, depois deste periodo ou gradativamente apds a fase aguda, os
individuos infectados podem apresentar diversas alteracdes sistémicas. Os Orgaos
predominantemente acometidos sdo o coracdo, o esdfago, e o célon, o que vai
caracterizar as diferentes formas clinicas da fase cronica (Prata, 2001). No caso da
forma cardiaca, as manifestacGes clinicas agrupam-se em trés sindromes: arritmia,
insuficiéncia cardiaca e tromboembolismo. As manifestacbes digestivas sao
representadas pelo megaesdfago e megacdlon e estas caracterizam a forma digestiva da
fase crénica. O acometimento de algum 6rgdo do aparelho digestivo e do coragédo
simultaneamente pode ocorrer e caracteriza a forma clinica mista da Doenca de Chagas
(Gomes, 1996; Prata, 2001; Coura, 2007).

A prevaléncia e a gravidade das diferentes formas clinicas da doenga de Chagas
estdo especialmente relacionadas a extensa diversidade genética das cepas de T. cruzi,
além da resposta imunoldgica e constituicdo genética do hospedeiro vertebrado
(Andrade & Andrews, 2005; Teixeira et al., 2011; Fernandes & Andrews, 2012).

1.2 ASPECTOS ECOEPIDEMIOLOGICOS DA DOENCA DE CHAGAS

Reconhecida como uma das 13 doencas tropicais negligenciadas mais
importantes, a Doencga de Chagas vem acometendo a humanidade desde a antiguidade e
continua representando um grande problema social e econdmico em muitos paises da
América Latina até os dias de hoje (Moncayo & Silveira, 2009; Rassi Jr et al., 2010).

Estudos relacionados a paleoparasitologia sugerem, atraves da presenca de DNA de T.



cruzi encontrados em mumias humanas, que a Doenca de Chagas ja afligia 0 homem ha
cerca de 9000 anos atras (Aufderheide, 2004).

A parasitose causada pela infeccdo pelo T. cruzi evoluiu a partir de uma enzootia
primitiva e passou a constituir um problema de saide humana, devido as crescentes
alteracOes antrdpicas sobre o meio. A destruicdo gradativa dos biotipos naturais, 0
aparecimento de habitacfes proximas aos ecotopos silvestres, bem como outros fatores
bioecoldgicos e politico-sociais viabilizaram o processo de adaptacdo de espécies de
triatomineos silvestres a colonizarem os ambientes domiciliar e peridomiciliar (Ponce,
2007; Coura & Junqueira, 2012).

Originalmente circunscrita nas Ameéricas, a Doenca de Chagas apresenta uma
ampla distribuicdo e constitui uma das principais endemias no continente americano. As
regides endémicas compreendem paises da América do Sul como Colémbia, Venezuela,
Equador, Peru, Brasil, Bolivia, Chile, Uruguai, os paises da América Central e 0 México
(Guhl et al., 2007; Ponce, 2007; Coura & Vifias, 2014) (Figura 1.1). Atualmente,
estima-se que cerca de seis a sete milhdes de pessoas no mundo estejam infectadas pelo
T. cruzi, principalmente nas areas consideradas endémicas (WHO, 2016). Na década
passada, porém, a Doenca de Chagas foi classificada como a doenca parasitaria mais
séria na América do Sul e Central em termos de impacto social e econémico (Schofield
& Dias, 1999).



Figura 1.1. Distribuicdo da Doenca de Chagas (WHO/TDR, 2003).

Devido a migracdo de individuos infectados de paises endémicos para outras
regibes do mundo em busca de melhores condi¢cbes de vida, um novo quadro
epidemioldgico, socioeconémico e politico surgiu com a disseminacdo da Doenca de
Chagas (Schmunis, 2007; Coura & Vifias, 2010). Por conta disso, regides consideradas
ndo endémicas como paises da Europa, América do Norte, Asia e Oceania,
principalmente Estados Unidos, Canada, Espanha, Franca, Japdo e Australia passaram a
apresentar casos de infeccdo por T. cruzi; (Garraud et al., 2007; Kirchhoff & Pearson,
2007; Coura et al., 2009) (Figura 1.2). Em funcdo deste alto fluxo migratério,
principalmente de pessoas infectadas, que podem se tornar potenciais doadores de
sangue e Orgdos para os grandes centros urbanos, e da ineficiéncia no controle das
transfusdes e dos bancos de sangue, a transmissdo transfusional e via transplante de
Orgdos ganhou certa importancia epidemioldgica nas duas Ultimas décadas (Dias, 1997,
Kirchoff et al., 2006; Lunardelli et al., 2007; Coura & Borges-Pereira, 2010).
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Figura 1.2. Mapa de imigrantes infectados com Trypanosoma cruzi morando em
paises ndo endémicos. Dados obtidos do Canada, Australia e Japdo em 2006, dos EUA
em 2005, da Espanha em 2008, e de outros paises europeus em 2004-06 (Rassi Jr et al.,
2010)

No inicio da década de 90, teve-se 0 marco do combate a Doenca de Chagas na
América do Sul, onde paises do Cone Sul (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e
Uruguai) adotaram medidas para o controle do vetor e em testes nos bancos de sangue
(Bricefio-Leon, 2009; Molyneux & Morel, 1998). A implementacdo de programas para
a eliminacdo do inseto vetor em paises da América Latina resultou no controle da
transmissdo vetorial da doenca em diversas areas endémicas pelo seu principal vetor e
em uma diminuicdo significativa da incidéncia de novos casos (Silveira & Vinhaes,
1999, Dias et al., 2002; Costa et al., 2003a; Hashimoto & Schofield, 2012). As
iniciativas empregadas por parte dos governos latino-americanos foram fundamentais

para a determinacdo do cenério da doenca.

O risco de transmisséo vetorial, porém, ainda existe uma vez que o protozoario
circula entre outras espécies de triatomineos, e entre diversos mamiferos, em Vvarios
ambientes silvestres nos quais ha atividade humana (Oliveira Filho, 1999; Dias, 2009;

Hashimoto & Schofield, 2012). Alem disso, varios surtos de infec¢do por via oral,
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geralmente relacionados a presenca de vetores e reservatorios infectados pelo parasito
nas proximidades, tém sido registrados (Valente, 2005; Steindel et al., 2007; Steindel et
al., 2008; Nobrega et al., 2009), sendo que a transmissao oral da doenca de Chagas pode
ocorrer pelo consumo de alimentos contaminados pela presenca dos triatomineos ou
suas fezes, ou por ingestdo de carne crua de mamiferos silvestres infectados (Dias,
2006).

Casos recentes notificados no Brasil para a atual emergéncia dos casos de
doenca de Chagas aguda est&o relacionados, na maioria dos casos, ao consumo do suco
de acai fresco contaminado com o parasito, e também existem relatos de surtos
associados ao consumo de caldo de cana e suco de bacaba (Shikanai-Yasuda et al.,
1991; Tatto et al., 2007; ANVISA, 2008). A contaminacao dos alimentos com T. cruzi é
acidental e pode ocorrer durante a colheita, armazenamento, transporte ou até mesmo na
etapa de preparacdo (ANVISA, 2008).

1.3 0O INSETO VETOR

Os vetores da Doenca de Chagas sdo insetos denominados triatomineos e sdo
pertencentes & ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae. Estes
insetos possuem desenvolvimento hemimetabolo, ou seja, sofrem metamorfose
incompleta. Seu ciclo de vida compreende as fases de ovo, passando por cinco estadios
ninfais até a fase adulta (Lent & Wygodzinsky, 1979; Jurberg & Galvao, 2006) (Figura
1.3)



d ;
Figura 1.3. Estadios de Ziesenvolvimento do ciclo de vida de Panstrongilus megistus.
1. Ovos; 2-6. Ninfas; 7. Adulto fémea. (Jurberg & Galvéo, 2006)

A transmissdo do T. cruzi estad relacionada com o habito de vida hematéfago
destes insetos, uma vez que todas as fases de seu ciclo de vida alimentam-se de sangue
(Jurberg & Galvao, 2006). Portanto, a competéncia vetorial das diferentes espécies de
triatomineos depende amplamente do grau de associagdo com 0s humanos e 0 motivo de
maior relevancia na transmissdo vetorial consiste no comportamento que estes vetores
tém de defecar durante ou apds o repasto sanguineo, sendo comum a deposicao de suas
fezes contaminadas com a forma infectante do T. cruzi expondo, dessa forma, o
hospedeiro vertebrado ao parasito (Coura, 2005; Argolo et al., 2009; Gourbiére et al.,
2012).

Os triatomineos possuem ampla distribuicdo geografica em diferentes ecotopos
naturais de regides tropicais e subtropicais. (Figura 1.4) (Moncayo, 2009; Coura, 2015).
Atualmente, a subfamilia Triatominae compreende mais de 140 espécies, todas com

possivel competéncia vetorial. No entanto, das espécies descritas, a maioria se encontra
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no ambiente silvestre e apenas poucas espécies dos géneros Triatoma, Rhodnius e
Pantrongylus séo relevantes vetores de T. cruzi a seres humanos, uma vez que apenas as
espécies de triatomineos que colonizam o domicilio e/ou o peridomicilio rednem
condicBes necessarias para transmitir a doenca de Chagas aos humanos (Schofield &
Galvéo, 2009; Rassi Jr. et al., 2010; Gourbiére et al., 2012).

\
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Figura 1.4. Distribuicéo geografica dos principais vetores de T. cruzi nas Américas.
(Gourbiére et al., 2012). As areas em vermelho no mapa indicam a distribuicdo
geografica aproximada das espécies indicadas. Espécies com nomes destacados em
vermelho sdo consideradas como 0s principais transmissores do parasito.

A capacidade de algumas espécies de triatomineos de migrar para ambientes
domiciliares e peridomiciliares, como fendas em casas de barro, madeira, galinheiros,
paidis, etc, aumenta a proximidade com possiveis hospedeiros como cdes e gatos, e
principalmente o homem, que foi acidentalmente inserido no ciclo bioldgico do
parasito, apos a colonizagéo de ambientes silvestres (Coura & Vifas, 2010; Rassi, 2010;
Coura & Borges-Pereira, 2012).



1.4 BIOLOGIA DO PARASITO

Ao longo do complexo ciclo de vida do T. cruzi, podem ocorrer alteracdes
consideraveis no ambiente em que 0 parasito se encontra, como variagdes na
temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes. Estas mudangas desencadeiam
transformacdes bioguimicas, metabolicas e principalmente morfogenéticas (Kollien &
Schaub, 2000, Cordero et al., 2008; Nogueira et al., 2015) que irdo conferir mecanismos

de sobrevivéncia do T. cruzi ao estresse ambiental, durante todo o ciclo de vida.

O seu ciclo biolégico pode apresentar quatro estagios principais de
desenvolvimento, que podem ser encontrados tanto no hospedeiro vertebrado, quanto no
invertebrado: epimastigotas, tripomastigotas metaciclicos, amastigotas e tripomastigotas
sanguineos. No vertebrado, encontra-se sob a forma circulante denominada
tripomastigota de tipo sanguicola e sob a forma multiplicativa intracelular, amastigota.
Ja no hospedeiro invertebrado podem ser encontradas as formas epimastigotas, e
tripomastigotas metaciclicas, sendo esta a forma infectante ao hospedeiro vertebrado
(Rey, 2011).

Estas diferentes formas evolutivas sdo diferenciadas morfologicamente pelo
aspecto geral da célula, pela posicdo do cinetoplasto em relagdo ao nucleo e pela regido
de emersdo do flagelo (Brener, 1997; De Souza, 2002). Na forma tripomastigota,
estagio infectante do parasito, o cinetoplasto esta localizado posteriormente ao nucleo,
em posicdo terminal ou subterminal e o flagelo emerge da bolsa flagelar, de localizacdo
préxima ao cinetoplasto. As formas epimastigotas, estagios de multiplicacdo do parasita
no vetor, apresentam o cinetoplasto e a bolsa flagelar em posicéo anterior ao ndcleo. Por
fim, as formas amastigotas, estagio evolutivo que se multiplica dentro das células
hospedeiras, possuem um formato arredondado e apresentam flagelos imperceptiveis em
microscopia optica convencional. (Rey, 2011; Coura, 2005; De Souza 2002) (Figura
1.5).



Tripomastigota Epimastigota . Amastigota

Figura 1.5. Principais formas evolutivas de Trypanosoma cruzi (Coura, 2005)

Além das diferencas morfoldgicas, ocorrem também, durante a metaciclogénese,
diversas alteracbes no parasito, tais como modificacdes estruturais (Elias et al., 2007),
mudancas na composi¢do de carboidratos e na estrutura lipidica da membrana (Esteves
et al.,, 1989; Serrano et al., 1995), remodelamento da cromatina e diferencas na
estabilidade do mRNA e na expressdo de alguns genes que sdo estagio-especifico
(Contreras et al., 1985; Avila et al., 2003; Bayer-Santos et al., 2013). Estas alteracdes
resultam em diferencas na expressao de proteinas (Parode-Talice, 2007), na morfologia
celular, bem como na proliferacéo e infectividade do parasito (Kollien & Schaub, 2000;
De Souza, 2002).

A capacidade do parasito de se adaptar as grandes mudancas no seu meio
extracelular é devido a sua extensa plasticidade gendmica (ganho, perda ou rearranjo de
DNA), possibilitando a multiplicagdo do T. cruzi no intestino do inseto vetor, bem como
a invasao e multiplicacdo em diferentes células de mamiferos burlando, de certa forma,
o0 sistema imunolégico do hospedeiro vertebrado (Hall & Joiner, 1993; Vanhame &
Pays, 1995; Rubin-de-Celis et al., 2006; Freire-de-Lima et al., 2012; Burgos et al.,
2013; Sales-Campos et al., 2014). Esta plasticidade pode conferir mecanismos de
sobrevivéncia do T. cruzi ao estresse ambiental, além de promover a elevada
heterogeneidade genética observada entre as suas diferentes linhagens, podendo de certa

forma, contribuir para a diversidade de espectro clinico relatado na doenga de Chagas
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(McDaniel & Dvorak, 1993).

O T. cruzi é representado por um conjunto de populacgdes, denominados isolados
ou cepas, que circulam em hospedeiros mamiferos e insetos vetores, apresentando
grande diversidade de comportamento bioldgico tais como, diferencas nos niveis de
patogenicidade para animais e humanos, variacbes na sensibilidade a drogas e
prognostico da doenca (Macedo & Pena, 1998; Campbell et al., 2004), assim como na
sua complexidade ecoepidemioldgica (Miles et al., 2009). Desde a descoberta da doenca
em 1909, a heterogeneidade das cepas do parasito tem sido considerada como um fator
importante para estudos de comportamento biolégico e de relagdo vetor-parasito-
hospedeiro (Brener, 1971)

O conhecimento da distribuicdo geografica das populagdes de T. cruzi torna-se
fundamental para melhor compreender os aspectos epidemioldgicos da doencga, uma vez
que tem sido sugerido a associacdo entre os ciclos de transmissao do parasito (silvestre,
peri-doméstico e doméstico) com as formas clinicas da doenca de Chagas (Coura, 2007;
Miles et al., 2009; Sturm & Campbell, 2010; Zingales et al., 2012).

1.4.1 CICLO EVOLUTIVO DO T. cruzi

Por desenvolver-se de modo ciclico entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados, T. cruzi é classificado como um parasito heteroxénico. Quando 0s
hospedeiros invertebrados ingerem as formas tripomastigotas do tipo sanguicola de T.
cruzi presentes no sangue do hospedeiro vertebrado. Ao ser ingerido pelo vetor, o T.
cruzi passa por uma sequéncia de transformacBes que se seguird ao longo do tubo
digestivo do inseto. No intestino médio anterior do triatomineo desencadeiam-se as
primeiras transformacdes do tripanossomatideo, em um ciclo de multiplicacdo e
permanéncia, formando-se epimastigotas e alguns esferomastigotas. Passando ao
intestino médio posterior do vetor, processa-se a multiplicacdo dos epimastigotas que,
ao atingirem o reto, se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos. Este estagio
constitui a forma infectante do parasito para o hospedeiro vertebrado e é eliminado para
0 meio externo através das fezes do inseto (Brener, 1997; Coura, 2005; Garcia et al.,
2007; Rey, 2011; Ferreira et al., 2016) (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Esquema do desenvolvimento de Trypanosoma cruzi ao longo do
hospedeiro invertebrado. (Modificado de Garcia et al., 2007). O inseto se alimenta
de sangue infectado com as formas tripomastigotas que irdo se transformar em formas
epimastigotas e algumas esferomastigotas no estdbmago (porcdo dilatada do intestino
médio) (A). Ao longo do trato digestivo as formas epimastigotas se multiplicardo (B)
aumentando a populagéo de parasitos. No reto, os epimastigotas irdo se transformar em
tripomastigotas metaciclicos (C) que serdo eliminados com as fezes e urina do inseto.

Os hospedeiros vertebrados do T. cruzi envolvem mamiferos de diversas
espécies, incluindo o homem (Coura, 2005). Durante ou ap0s o repasto sanguineo, o
inseto defeca, eliminando as formas tripomastigotas metaciclicas nas fezes. E, através
de feridas e escoriacOes na pele, ou direto na mucosa, o0 parasita penetra na circulagéo
do hospedeiro. Independente dos mecanismos e vias de transmisséo, o tripomastigota
necessita, obrigatoriamente, penetrar uma célula do hospedeiro a fim de cumprir seu
ciclo evolutivo. Apds a penetracdo na célula hospedeira ha diferenciacdo do parasita
para a forma amastigota e € nesse estagio que se inicia 0 processo de divisdo binaria
intracelular. Saturada a célula de parasitos, inicia-se a diferenciacdo dos amastigotas em
tripomastigotas, sendo estas ultimas as Unicas formas vidveis quando se da a ruptura da
célula parasitada. Com o rompimento celular, formas em tripomastigotas circulam na
corrente sanguinea até invadirem novas células ou até infectarem um hospedeiro
invertebrado novamente, apdés um novo repasto sanguineo (Coura, 2005; De Souza
2002; Brener, 1997) (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Doenca de Chagas: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (Modificado de
CDC).

1.5 DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR T. cruzi EM TRIATOMINEOS

A aplicacdo de uma metodologia molecular pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), que consiste na amplificacdo sequencial de fragmentos especificos
de DNA previamente determinados (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986), permite a
deteccdo a nivel molecular de um agente patolégico em variadas amostras. O uso da
técnica de PCR inclui a possibilidade de se realizar ensaios qualitativos, para a deteccéo
de um ou mais alvos em uma amostra, e ensaios guantitativos, capazes de monitorar o
progresso da PCR enquanto ela ocorre (Burd, 2010). Neste ultimo caso, os dados sdo
coletados ao longo da PCR, ou seja em Tempo real, ao invés de serem obtidos apenas
no final da reacdo. A PCR em Tempo real (QPCR) utiliza tecnologia de fluorescéncia
para monitoramento continuo de amplificacdo ao longo da reacdo (Higuchi et al., 1993)
e é capaz de detectar e mensurar pequenas quantidades de acido nucléico de diversas

amostras de diferentes tipos de fontes (Bustin et al., 2009).

Em relagdo ao diagndstico da doenga de Chagas, a PCR tem apresentado uma

alta sensibilidade e especificidade na amplificacdo de sequéncias do DNA de T. cruzi
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(Moser et al., 1989; Sturm et al., 1989; Diaz et al., 1992; Britto et al., 1993; Britto et al.,
1995; Gomes et al., 1998), devido a grande diversidade observada no genoma deste
parasito, que é caracterizado por apresentar variadas sequéncias de DNA repetitivo. A
PCR, como ferramenta diagndstica, apresenta maior sensibilidade, especificidade,
rapidez e reprodutibilidade no diagnostico (Cummings & Tarleton, 2003; Bustin et al.,
2009; Burd, 2010), além de uma identificacdo mais precisa nos diferentes grupos
populacionais ou linhagens do parasito, dependendo dos iniciadores e sondas
empregados (Britto et al., 2001; Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda, 2003; Britto
2009).

Em contrapartida aos métodos parasitologicos indiretos, como o xenodiagndstico
e a hemocultura, que apresentam resultados apds semanas ou até meses (Luquetti &
Rassi, 2000; Yang & Rothman, 2004), os resultados provenientes da PCR sdo obtidos
em um tempo mais curto (Russomando et al., 1996; Cumming & Tarleton, 2003). Além
disso, sua execucdo ocorre de forma mais simples e é possivel repetir os testes em caso
de resultados inconclusivos, uma vez que esta técnica faz uso de pequenos volumes de
amostra (Marin et al., 2002; Yang & Rothman, 2004).

Com isso, a PCR tem mostrado ser um método preciso para deteccdo acurada da
carga parasitaria em diversas amostras. Sendo assim, a técnica passou a ser estudada em
pacientes com doenca de Chagas cronica e congénita (Schijman et al., 2003; Virreira et
al., 2003 Mora et al., 2005; Burgos et al., 2007), para a deteccdo da reativacdo em
pacientes submetidos a transplante (Maldonado et al., 2004; Burgos et al., 2010) ou a
outras situacfes imunossupressoras (Burgos et al., 2005, 2008; De Freitas et al., 2011),
bem como para determinar a carga parasitaria no sangue periférico de pacientes
infectados (Piron et al., 2007; Duffy et al., 2009), para acompanhamento da parasitemia
durante terapéutica especifica (Britto et al., 2001; Britto, 2009; Moreira et al., 2013;
Guedes-da-Silva et al., 2016), além do monitoramento da infec¢do de triatomineos em
areas endémicas (Breniere et al., 1995; Shikanai-Yasuda et al., 1996; Dorn et al., 2005;
Braz et al., 2007 Cominetti et al., 2013).

O método cléssico de descri¢do de infec¢do natural de triatomineos por T. cruzi
¢ 0 exame microscopico do contetdo intestinal, ou do aparelho digestivo dissecado.
(Mello et al., 1996; Kollien & Schaub, 1998). Contudo, 0 método apresenta algumas
limitacOes, tais como baixa sensibilidade e reprodutibilidade, pois o resultado desta
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metodologia empregada pode variar de observador para observador, dificuldade de
exame nos diferentes estagios evolutivos dos insetos vetores, além da necessidade da

anélise em insetos frescos (Pizarro et al., 2007).

Com isso, ensaios moleculares baseados na PCR tém sido propostos como uma
alternativa para a detecgdo mais precisa de T. cruzi em triatomineos infectados (Sturm et
al., 1989; Moser et al., 1989), uma vez que a analise por microscopia ndo somente pode
subestimar o nivel de infeccdo de triatomineos coletados em campo, como também
desconsidera a importancia de ninfas na transmissdo do parasito (Botto-Mahan et al.,
2005). A deteccdo, por PCR, de T. cruzi em fezes ou urinas de insetos reduvideos
apresenta rapidez e sensibilidade para o diagnéstico parasitoldgico. Através do emprego
desta metodologia é possivel trabalhar com amostras degradadas ou de volumes

pequenos (Moser et al., 1989).

Em paises endémicos, a coleta dos insetos é feita em areas remotas e as espécies
de triatomineos precisam ser transportadas para analise que entdo ocorrera dias ou
semanas apds a coleta. Dessa forma, o uso da PCR como ferramenta para diagnostico,
aumenta a eficiéncia na avaliacdo da infeccdo natural por T. cruzi em insetos
triatomineos. Além disso, diferente da microscopia, cuja andlise precisa ser feita dentro
de um curto periodo de tempo ap6s coleta do material (Russomando et al., 1996;
Shikanai-Yasuda et al., 1996; Dorn et al., 1999; Braz et al., 2007), na PCR as amostras
podem ser processadas e analisadas mesmo depois de um longo periodo ap6s a coleta

dos insetos e a dissec¢do dos mesmos (Dorn et al., 2001; Pizarro, 2007).
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JUSTIFICATIVA

A avaliacdo da infeccdo por T. cruzi em insetos vetores costuma ser avaliada
pelo exame de microscopia Optica do contetudo intestinal fresco de triatomineos,
buscando-se nelas a presenca de T. cruzi, através da movimentacéo ativa do seu flagelo.
Esta metodologia apresenta como desvantagens, além da necessidade de se transportar
0s insetos vivos até o laboratorio e de trabalhar com o material fresco, o fato de néo ser
possivel a identificacdo da espécie de tripanossomatideo presente nas fezes dos
triatomineos, uma vez que outras espécies de protozoarios flagelados, indistinguiveis de
T. cruzi a microscopia Optica, podem estar presentes no conteudo intestinal de
triatomineos, reduzindo assim a especificidade das técnicas parasitologicas tradicionais,

neste caso a microscopia optica.

Alvos moleculares dos ensaios de PCR tém sido representados tanto pelo
genoma mitocondrial como pelo genoma nuclear do T. cruzi na deteccdo de DNA
parasitario em triatomineos vetores (Breniere et al., 1992; Breniere et al.,1995;
Fernandes et al., 1998, Brisse et al., 2001; Brito et al., 2008). Desta forma, visando
estabelecer o indice de infeccdo em triatomineos, o desenvolvimento de um ensaio
molecular baseado em PCR em Tempo real torna-se importante para uma maior
compreensdo do estudo sobre a doenca de Chagas, sendo uma ferramenta capaz de
identificar amostras positivas de intestino de triatomineos infectados com Trypanosoma

cruzi, além de quantificar a carga  parasitdria  destes  insetos.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL:

Desenvolvimento de uma metodologia baseada em PCR e RT-PCR em Tempo
real para quantificar a carga parasitaria total em amostras de insetos triatomineos,
detectar e quantificar parasitos viaveis, bem como diferenciar a populacdo de
tripomastigotas e epimastigotas em diferentes porgdes de seu tubo digestivo. Para isso,
este projeto foi dividido em quatro objetivos especificos:

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Padronizagéo da reacdo de PCR em Tempo real em sistema TagMan multiplex, com
um alvo no DNA nuclear satélite do T. cruzi e um alvo no gene correspondente a
proteina ribosomal 12S, para quantificacdo da carga parasitaria total de T. cruzi, em

amostras do vetor.

2) Padronizacdo de uma reacdo de RT-PCR em Tempo real, com alvos nos genes
correspondentes a proteina trans-sialidase TcS5 (altamente expresso na forma
tripomastigota metaciclica) e GAPDH (expresso constitutivamente em todas as formas
evolutivas do parasito), capaz de quantificar diferencialmente as formas tripomastigotas

e epimastigotas viaveis do parasito, em amostras de triatomineos.

3) Validacdo dos ensaios com amostras de triatomineos infectados experimentalmente e

com amostras coletadas em campo.

4) Correlacionar a precisdao da PCR em Tempo real com a contagem de parasitos por
microscopia Optica, em Camara de Neubauer, também utilizado para a quantificacdo da

carga parasitaria em amostras de triatomineos.

5) Monitoramento da carga parasitaria total, através da reacdo padronizada de RT-
gPCR, bem como da viabilidade e metaciclogénese de T. cruzi em diferentes porg¢des do

trato digestivo de R. prolixus.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MANUTENCAO DA COLONIA DE INSETOS:

Os insetos utilizados, Rhodnius prolixus, foram gentilmente obtidos de coldnias
mantidas em insetéario do Laboratério de Bioguimica e Fisiologia de Insetos do Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ/RJ, em colabora¢do com a Dra. Patricia Azambuja. Antes
dos experimentos, estes insetos eram mantidos em temperatura de 28°C de acordo com
Garcia et al. (1975; 19844, b) e a alimentacdo da col6nia era normalmente efetuada com
sangue desfibrinado de coelho, fornecido pelo Centro de Criagdo de Animais de
Laboratorio (CECAL). Destas colbnias foram separadas ninfas de 5° estadio, mantidas
em um cristalizador de vidro (15 cm de diametro x 30 cm de altura), fechado com tela
de néilon. No interior, coloca-se papel de filtro sanfonado, com o objetivo de aumentar
a superficie de contato e a possibilidade de reflgio, bem como retirar 0 excesso de
umidade. Estas coldnias foram entdo mantidas em estufa BOD a 28°C e 80% UR, com

fotoperiodo de 12 horas.

3.2 OBTENCAO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Os insetos utilizados para o ensaio de inclusividade foram gentilmente obtidos
de colbnias mantidas em insetario do Laboratério Interdisciplinar de Vigilancia
Entomologica em Diptera e Hemiptera (LIVEDIH) do Instituto Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ/RJ. Destas colbnias foram separados adultos das espécies Triatoma vitticeps,

Triatoma pseudomaculata, T. sordida, Rhodnius neglectus e P. megistus.

O sangue de mamiferos utilizados para o ensaio de exclusividade foram obtidos
do Laboratério de Hantaviroses e Riquetsioses e do Laboratério de Zoonoses
Bacterianas. Foram coletados 5 mL de sangue de cachorro, gambéa, morcego, gato e rato
e adicionados imediatamente a 5 mL de Guanidina 6 N/EDTA 0,2 N (proporgdo 1:1). O
sangue coletado destes mamiferos foi mantido a 4°C até o momento da extragdo de
DNA destas amostras.
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3.3 CULTIVO DE CELULAS DE Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi (10" parasitos/mL), cepa Dm28c (Tcl), foram
cultivadas a 28°C, em BHI (Brain Heart Infusion — BD, USA) suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino. Na fase logaritmica de crescimento, as células foram recolhidas
por centrifugacéo (3000 Xg por 10 min & temperatura ambiente), lavadas trés vezes com
PBS e ressuspendidas em 500 puL na mesma solucdo. O crescimento celular foi

estimado por contagem de células em Camara de Neubauer.

34 CULTIVO DE CELULAS VERO E OBTENCAO DE FORMAS
TRIPOMASTIGOTAS

A linhagem de células VERO (1x10° células) foi cultivada em garrafas de 75
cm®, contendo meio RPMI 1640 (Gibco BRL) suplementado com 5% de Soro Fetal
Bovino termodesativado. A cultura foi mantida a 37°C em uma atmosfera de 5% de
CO,. O repique das células VERO era feito apds a formacdo de monocamada, a cada 7
dias, através da adicdo de Tripsina-EDTA (Tripsina 0,25% e EDTA 1mM - Gibco®) e
agitacdo leve para o total desprendimento das células, que eram entdo ressuspendidas
em meio RPMI 1640.

As células VERO destinadas a infeccdo eram semeadas em garrafas de 75 cm?®
(aproximadamente 3 x 10° células) contendo meio de cultura suplementado e, apds
apresentarem um perfil semi-confluente (aproximadamente 48h apds cultivo), a
linhagem foi infectada (proporcdo 1:10) com epimastigotas da cepa Dm28c em fase
estacionaria de crescimento e envelhecidos por 14 dias em meio LIT (Liver Infusion
Triptose) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Camargo, 1964). Apds 5-6
dias de infecgcdo, o sobrenadante foi coletado, centrifugado a 500 Xg por 5 min, e
deixado em repouso a 37°C durante 30 min, para a migragdo das formas tripomastigotas
para o sobrenadante, enquanto as formas amastigotas permaneceram no pellet. Apds
este procedimento, o sobrenadante foi coletado e centrifugado, a 3000 Xg por 10 min

para coleta das formas tripomastigotas.
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3.5 INFECCAO EXPERIMENTAL DE INSETO TRIATOMINEO

Para infeccdo dos insetos, o sangue de coelho desfibrinado fornecido pelo
CECAL/FIOCRUZ foi descomplementarizado através da separacdo do plasma por
centrifugacdo a 1890 Xg por 15 min a 4°C e inativacdo do plasma pelo calor a 60°C por
1 hora em banho-maria, segundo Azambuja e Garcia (1997). Os eritrdcitos foram entdo
ressuspendidos com o plasma inativado e adicionado de formas epimastigotas de T.
cruzi do clone Dm28c. Os parasitas obtidos em fase exponencial de crescimento
passaram por centrifugacdo a 1890 Xg por 10 min a 4°C para eliminacdo do meio de
cultura e o precipitado foi suspenso pelo sangue reconstituido de plasma inativado. A
concentracdo final de epimastigotas foi de 10" parasitas/mL, estimado por contagem de
células em Cémara de Neubauer.

A infeccdo foi realizada com ninfas de 5° estddio de R. prolixus que se
alimentaram através de uma membrana contendo sangue de coelho e epimastigotas
Dm28c cultivados em meio BHI, conforme descrito por Cortez et al. (2002). Apenas 0s
insetos que tiveram alimentacdo saturante com alta distensdo abdominal foram
separados para dar continuidade aos nossos ensaios. Os triatomineos foram mantidos e
infectados no Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de Insetos (FIOCRUZ), em

colaboragdo com a Dra. Patricia Azambuja.

3.6 RECONSTITUICAO DE AMOSTRAS: TRIATOMINEO + T. cruzi

Para a padronizacdo da PCR em Tempo real, foram realizados experimentos de
reconstituicdo de amostras, no qual empregou-se pools contendo amostras de 5 tratos
digestivos de triatomineos ndo infectados. Diferentes concentraces de T. cruzi foram
diluidas, sendo o pool de triatomineos, o diluente. O DNA e o RNA das amostras
reconstituidas foram recuperados por extracdo com os métodos descritos nos itens 3.7 e

3.8, respectivamente.

37 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

Os tratos digestivos de triatomineos foram extraidos em colunas de silica,
utilizando o kit QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN). Cada pool, contendo o
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correspondente de 5 tratos digestivos de triatomineos dissecados, foi transferido para
um tubo de 1,5 mL contendo 20 pL de proteinase K. As preparacdes foram incubadas (1
hora, 56°C) com agitacGes periddicas e a purificacdo do DNA total foi realizada de
acordo com o protocolo do fabricante. Todas as etapas do protocolo foram realizadas
em camara previamente irradiada com luz UV e todo o material utilizado nesta etapa foi

devidamente descontaminado.

3.8 EXTRACAO DE RNA E SINTESE DE CDNA

O RNA foi extraido a partir de amostras contendo trato digestivo de triatomineos
infectados e ndo infectados por T. cruzi, utilizando um sistema que agrega as
metododogias de purificacdo por fenol acido (TRIzol) e o kit RNeasy Mini Kit
(QIAGEN). Cada pool, contendo o correspondente de 5 tratos digestivos de
triatomineos dissecados foi transferido para um eppendorf contendo 1 mL de TRIzol e
20 uL de tampdo de lise (proteinase K) pré-aquecida. As preparacdes foram incubadas
durante 1 hora a 56°C com agitacOes periddicas e posteriormente por 5 min a
temperatura ambiente para dissociacdo do complexo nucleoprotéico. Para cada 1 mL de
TRIzol, foram adicionados 200 pL de cloroférmio e as amostras foram centrifugadas a
10000 Xg por 18 minutos (2°C a 8°C). Apds a centrifugacdo, a mistura se separa em
duas fases: fase inferior vermelha (fenol-cloroférmio — fase orgéanica) e a fase superior
incolor (fase aquosa), sendo que 0 RNA se encontra exclusivamente na fase aquosa. O
RNA foi separado e um volume igual de Etanol 100% foi adicionado a amostra e
homogeneizado. A partir disto, 700 pL da amostra foi transferida para uma coluna
RNeasy, previamente acoplada a um tubo coletor de 2 mL, e centrifugada a 8000 RPMs
por 30 segundos. O contetdo do tubo coletor foi descartado. 700 pL de tampdo RW1 foi
adicionado a coluna, seguido de uma centrifugacdo a 8000 RPMs por 30 segundos para
lavar a coluna. A coluna foi acoplada a um novo tubo coletor de 2 mL, descartando o
tubo coletor contendo o filtrado. Com isso, 500 puL de tampdo RPE foi adicionado a
coluna, que foi entdo centrifugada a 8000 RPMs por 30 segundos, o tubo coletor foi
desacoplado da coluna. Por fim, 30 pL de agua DEPC foram aplicados diretamente no
centro da membrana da coluna e as amostras foram centrifugadas a 8000 RPMs por 1

minuto para eluir o RNA.
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O RNA total purificado foi dosado pelo espectrofotdmetro Pico200 (Picodrop™)
e convertido a cDNA utilizando o SuperScript I11 First-Strand Synthesis System for RT-
PCR Kit (Life Technologies), seguindo o protocolo do fabricante. A transcrigdo reversa
de 2 pug de RNA pré-tratado com RNAse, utilizando o kit DNase-1 (Sigma-Aldrich), foi
feita usando 2 UM de iniciadores especificos (primer reverse) (Tabela 3.1), 10 mM de
dNTP e agua DEPC para completar o volume final de 10 pyL. As amostras foram
incubadas & 65°C por 5 min e depois no gelo por pelo menos 1 min. Foram adicionados
em cada amostra, entdo, 10 pL do MIX de sintese de cDNA contendo 2 pL de tampéo
RT 10X, 4 uL de MgCl, (25 mM), 2 uL de 0,1 M de DTT, 1 pL de RNaseOUT
(40U/uL) e 1 pL da enzima Superscript 11l RT (200U/uL). As amostras foram
cuidadosamente homogeneizadas e incubadas por 50 min a 50°C e entdo por 5 min a
85°C. Por fim, foi adicionado 1 pL de RNase H em cada tubo. Estes tubos foram
incubados por 20 min a 37°C. O cDNA obtido foi estocado a -20°C até o0 momento da

sua utilizacao.

Todas as etapas do protocolo foram realizadas em camara previamente irradiada
com luz UV e todo o material utilizado nesta etapa foram devidamente

descontaminados.

Tabela 3.1: Iniciadores utilizados para a sintese de cDNA

Iniciadores (Reverse) Sequéncia 5'-3' Referéncia

TcGAPDH (Reverse) AAAGACATGCCCGTCAGCTT  Silva-Gomes et al. (2014)
P6R (Reverse) GCTGCACCTTGACCTGACATT Uehara et al(2012)

TcS5 (Reverse) CGTCTTATTCGGCACAAG Freitas et al. (2011)

3.9 OBTENCAO DE CURVA PADRAO

Para a quantificacdo de parasitos nas amostras de triatomineos foram realizados
ensaios de quantificacdo absoluta. Em cada placa de gPCR e RT-gPCR foram inseridas
curvas padréo, que foram incluidas, em duplicata para cada ponto das curvas, em todos

0S ensaios quantitativos.
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Para obtencdo das curvas padrdo de parasitos foram feitas diluicdes seriadas de
DNA e cDNA extraido de amostras reconstituidas do trato digestivo de triatomineo
contaminadas artificialmente com epimastigotas de T. cruzi Dm28c, com concentragdes
variando de 10’ até 0,05 equivalentes de parasito. Para a curva padrdo de triatomineo
foram feitas diluicdes seriadas de DNA e cDNA correspondente a um pool de 5 tratos
digestivos de triatomineos nao infectados, com concentracdes variando de 5 a 0,0032
equivalentes de triatomineo. Para obtencdo das curvas padrdo de tripomastigotas foram
feitas diluigBes seriadas de cDNA extraido de amostras reconstituidas de trato digestivo
de triatomineo contaminadas artificialmente com tripomastigotas de T. cruzi Dm28c,
com concentragdes variando de 10° equivalentes de parasito e finalizando com 0,05
equivalentes de parasito. Cada diluicdo foi correspondente a um ponto que compds a
curva padrdo para quantificagdo absoluta da parasitemia dos insetos utilizados para este

estudo.
3.10 PCR QUANTITATIVO (PCR EM TEMPO REAL)

Para a deteccdo e quantificagdo simultanea de T. cruzi nas amostras de
triatomineos, foram realizados ensaios de quantificacdo absoluta utilizando o sistema
TagMan (Life Technologies). Com este sistema tornou-se possivel realizar, em um
mesmo ensaio, uma PCR em Tempo real multiplex com alvo para 0 DNA nuclear
satélite de T. cruzi, na presenca do par de iniciadores CruzilF: 5’-AST CGG CTG ATC
GTT TTC GA-3’ e Cruzi2R: 5-AAT TCC TCC AAG CAG CGG ATA-3’ e sonda
Cruzi3: 5> FAM -CAC ACA CTG GAC ACC AA - MGBNFQ, desenvolvidos para
amplificar uma regido de 166 pb no DNA nuclear satélite de T. cruzi (Piron et al., 2007)
e, em paralelo, com alvo para a regido 12S do gene do RNA ribosomal de triatomineos,
na presenca do par de iniciadores P2b F 5-AAA GAA TTT GGC GGT AAT TTAGTC
T-3'e P6R 5-GCT GCA CCT TGA CCT GAC ATT-3' (Uehara et al., 2012), e sonda
TagMan para triatomineo, previamente desenvolvidos para amplificar a regido 12S do
gene do RNA ribosomal de triatomineos. A sonda TagMan para triatomineo, desenhada
a partir do alinhamento do gene ribossomal mitocondrial subunidade 12S das espécies
de triatomineos R. prolixus, Triatoma sordida e Triatoma costalimai, foi analisada pelo
software Primer Express. Os ensaios quantitativos foram realizados no equipamento
ABI Prism 7500 Fast (Sequence Detector System — Applied Biosystems), albergado pela

plataforma PDTIS RPT-09A, com a seguinte programacao: atividade inicial da enzima
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amperase (1', 50°C), desnaturacéo inicial/ativacdo Taq Polimerase Hot start (10°, 95
°C), 40 ciclos de desnaturacdo (15 s, 95 °C) e anelamento/extensdo (1°, 58 °C). As
reacOes foram feitas em duplicata, usando 2 pL. de DNA como template em um volume
total de 20 pL. Todas as etapas do protocolo foram realizadas em camara previamente
irradiada com luz UV e tomados todos os cuidados necessarios para se evitar

contaminacges na PCR.

3.11 RT-PCR QUANTITATIVO (RT-PCR EM TEMPO REAL)

Foram realizados ensaios de quantificacdo absoluta por PCR em Tempo real
com transcri¢do reversa, utilizando o fluor6foro SYBR Green (Life Technologies). Os
iniciadores utilizados para esses ensaios foram TcS F (300 nmol): 5°-
CGGCGTCACTTCTATTCT-3 e TcS5 R (300 nmol): 5’-
CGTCTTATTCGGCACAAG -3’ (Freitas et al., 2011), desenvolvidos para amplificar
uma regido de 144 pb no gene TcS5, que é altamente expresso na forma tripomastigota
de T. cruzi. Para o alvo GAPDH, que é expresso de forma constitutiva em todos os
estagios evolutivos do parasito, foram utilizados os iniciadores TcGAPDH F (300
nmol), 5’-GTGCGGCTGCTGTCAACAT-3’; ¢ TcGAPDH R (300 nmol), 5’-
AAAGACATGCCCGTCAGCTT- 3’ (Silva-Gomes et al., 2014). Como normalizador
da quantificacdo por RT-PCR em tempo real, foram utilizados os iniciadores P2b F (300
nmol) 5-AAAGAATTTGGCGGTAATTTAGTCT-3' ¢ P6 R (300 nmol) 5'-
GCTGCACCTTGACCTGACATT-3', desenhados para o alvo 12S do gene do RNA
ribosomal de triatomineos (Uehara et al.,, 2012). Os ensaios quantitativos foram
realizados no equipamento ABI Prism 7500 Fast (Sequence Detector System — Applied
Biosystems), albergado pela plataforma PDTIS RPT-09A, com a seguinte programacao:
desnaturagdo inicial (10°, 95°C), 40 ciclos de desnaturacio (15°°, 95°C) e
anelamento/extensdo (1°, 60 °C). Para monitorar a especificidade dos iniciadores
empregados, curvas de dissociagdo (curvas de melting) foram realizadas ap0s cada
experimento, resultando em uma curva de pico Unico. As reaces foram feitas em
duplicata, usando 2 puLL de cDNA como template em um volume total de 20 pL. Todas
as etapas do protocolo foram realizadas em cdmara previamente irradiada com luz UV e

tomados todos os cuidados necessarios para se evitar contaminagdes na PCR.
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3.12 PCR GRADIENTE

Amostras de 10 ng de cDNA de R. prolixus contendo tripomastigotas (Dm28c)
foram testadas em duplicatas em uma PCR gradiente, a fim de selecionar a temperatura
Otima de anelamento do par de iniciadores TcS5 F e TcS5 R. A reacéo de PCR consistiu
em 0,3 uM de cada iniciador, 10 pL de GoTag® Green Master Mix 2X, que € um MIX
pré-preparado contendo a enzima Taq DNA polimerase, dNTPs, MgCl, e tampéo de
reacdo em concentracGes Otimas para amplificacdo das amostras de cDNA, 2uL de
cDNA e &gua ultra-pura para completar o volume final de 20 pL. As condicbes de
ciclagem térmica da PCR gradiente, realizada no termociclador Veriti® 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) foram: 94 °C por 5 min
(ativacdo da enzima), seguida de 40 ciclos a 94 °C por 10 s, gradiente de temperaturas
de 59°C, 60°C, 61°C, 62°C e 63°C por 30 s (anelamento) e 72°C por 30 s (extensdo),
com uma etapa final de 10 min a 72°C.

Foram utilizados controles negativos (CDNA extraido do trato digestivo de R.
prolixus ndo infectado e branco da reacdo contendo todos os reagentes da PCR sem a
adicdo do cDNA). Os procedimentos para os ensaios de PCR obedeceram as Boas
Préticas de Laboratdrio, quer pela divisdo fisica das etapas pré e pds-reagdo, assim
como a descontaminacdo prévia de micropipetas e plasticos, em geral, por luz ultra-

violeta e/ou o uso de hipoclorito de sodio a 0,5% nas bancadas e areas de trabalho.

3.13 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os ensaios de eletroforese foram realizados em cuba horizontal empregando géis
de agarose a 1,5% (Agarose [Sigma]+ LM SIEVE Agarose [BioAmerica] - propor¢ao
1:1) preparados em TBE 1X [0,089 M Trizma base; 0,088 M Acido Boérico; 0,0027 M
EDTA, pH=8]. Os produtos da PCR foram aplicadas no gel e a eletroforese foi
conduzida por 2 horas a 70V. O peso molecular dos produtos da PCR foi determinado
em comparacdo aos marcadores de peso molecular de 100 pb (DNA Ladder- Invitrogen
Life Technologies®) incluido nos géis. Os produtos de PCR foram visualizados sob luz
ultravioleta, apds coloracdo dos géis com corante Nancy-520® (Sigma Life Science) [5
ug/mL]. Os géis foram analisados e as imagens registradas através de um sistema

fotogréfico de documentagdo em gel — UVP Bioimaging Systems (Upland, CA, USA).
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3.14 ANALISES ESTATISTICAS

Os experimentos foram realizados em trés replicatas bioldgicas, no minimo. Os
dados foram expressos como médias aritméticas + desvio padrdo. Foram utilizados o
teste-t de Student ou o teste Mann-Whitney Rank Sum para analisar a significancia
estatistica das diferencas observadas, de acordo com a distribui¢cdo paramétrica ou néo
paramétrica dos dados. Um valor de p (p-value) menor que 0.05 foi considerado
estatisticamente significativo. Todas as analises foram conduzidas com o programa
Sigmaplot Windows versdo 13.0 (Systat Software, Inc., California, USA). A anélise de
correlacdo entre as técnicas foi avaliada pelo coeficiente de correlagdo de Pearson, com
valores situados entre -1,0 e 1,0, sendo + 0.9 uma correlacdo muito forte; = 0.5 a 0.7
uma correlacdo moderada; = 0.3 a 0.5 uma correlacéo fraca; £ 0 a 0.3 uma correlagéo
desprezivel entre os dados analisados.
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4. RESULTADOS

A medida da carga parasitaria é realizada por quantificacdo absoluta, baseada em
curva padrdo produzida pela diluicdo seriada de DNA extraido de amostras de
triatomineo infectado artificialmente com epimastigotas de T. cruzi (Dm28c). E a carga
parasitaria é normalizada pela quantificagdo de DNA do triatomineo contido na amostra,

utilizando a mesma curva padrao.

4.1 PADRONIZACAO DA PCR EM TEMPO REAL MULTIPLEX, SISTEMA
TAQMAN

4.1.1 SELECAO DA TEMPERATURA DE ANELAMENTO/EXTENSAO

Para se estabelecer um ensaio de PCR em Tempo real multiplex, é necessario
que os dois pares de iniciadores sejam capazes de detectar em um mesmo experimento
DNA de T. cruzi e de triatomineos. Para isso, eles precisam apresentar cinéticas de
amplificacdo semelhantes. Portanto, foram feitos, a principio, dois tipos de ensaios de
PCR em Tempo real com sonda TagMan, um em singleplex, com iniciadores para 0
alvo no DNA nuclear satélite de T. cruzi e, separadamente, com o alvo para DNA de
triatomineos, e outro em multiplex, onde os alvos foram DNA de triatomineo + DNA de
T. cruzi. Os experimentos foram realizados em diferentes temperaturas de
anelamento/extenséo (Tabela 4.1, Figura 4.1): 60°C (A), 58°C (B) e 55°C (C), a fim de
testar a especificidade da sonda, testar os iniciadores, verificar a temperatura mais

compativel e avaliar a eficiéncia das amplificacdes.
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Tabela 4.1. Ensaio para selecdo das temperaturas de anelamento/extensdo Valores de Ct observados para deteccdo de diferentes
amostras por gPCR. Em destaque (azul), a temperatura de anelamento/extenséo selecionada de acordo com os melhores valores de Ct obtidos
em singleplex e em multiplex.

Singleplex Multiplex
Alo DNAT. cruzi Alo DNA Triatomineo Alo DNAT. cruzi Alo DNA Triatomineo
(Ct médiox DP) (Ct médiox DP) Ct médiox DP) (Ct médiox DP)

60° 58° 55° 60° 58° 55° 60° 58° 55° 60° 58° 55°
Triatomineo Ndo Infectado — — — 17,18+0,11 (24,23+0,76 (32,69+0,08 — — — 17,71+0,44 |24,99+0,75|32,33+1,95
DNA Triatomineo + T.cruzi |27,27+0,07 [20,15+0,12|22,21+0,40|19,62+0,37 |24,85+0.32|16,16+0,23|39,82+0,58( 22,95+0,58 | 23,63+0,40 | 20,68+0,58 | 28,49+0,81|17,52+0,89
DNAT. cruzi 19,13+0,51 [11,17+0,27]16,67+0,86 — — — 18,86+0,52| 11,21+0,20 | 18,25+0,22 — — —
DNAT. rangeli 26,35+0,15 |18,64+0,22|27,80+0,16 — — — 27,37+0,28| 19,65+0,23 | 20,12+0,16 — — —

(A) Amplifieation Plot o Amplification Plot ( C) Amplification Plat
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Figura 4.1. Curvas de amplificacdo dos primers para DNA nuclear satélite de T cruzi e 12S do RNA ribosomal, no ensaio para detecgdo
de T. cruzi e triatomineos por gPCR multiplex. Nas temperaturas de (A) 60°C, (B) 58°C e (C) 55°C.
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Na PCR em tempo real realizada com a temperatura de anelamento de 60°C,
constatou-se que os valores médios de Ct (ciclo threshold) apresentaram diferencas
consideraveis para o alvo de DNA de T. cruzi, quando as amostras contendo tubo
digestivo de triatomineo infectado artificialmente por este parasito foram submetidas ao
ensaio multiplex. No ensaio em singleplex, a amostra contendo o tubo digestivo de
triatomineo infectado artificialmente com T. cruzi obteve um Ct médio de 27,27 para o
alvo T. cruzi, no entanto esta mesma amostra, quando submetida ao ensaio em
multiplex, apresentou para 0 mesmo alvo um aumento significativo no Ct médio de
39,82.

Na temperatura de 58°C, ocorreu uma melhora na amplificacdo de ambos os
alvos em multiplex, podendo ser observada atraves de valores menores de Ct. Além
disso, para as amostras contendo o tubo digestivo do inseto infectado artificialmente
com T. cruzi, ndo foi observada variacdo consideravel entre os valores médios de Ct,
entre os ensaios em singleplex e multiplex, ou seja, as amostras apresentaram valores de

Cts mais homogéneos.

Na temperatura de 55°C, os valores médios de Ct para o alvo de DNA de T. cruzi
também apresentaram Cts menores quando comparados ao anelamento a 60°C,
entretanto voltamos a observar um aumento dos valores de Ct para as amostras de tubo
digestivo de triatomineo ndo infectado por T. cruzi tanto nos ensaios em singleplex
qguanto em multiplex. Na temperatura de 58°C, a amostra de inseto ndo infectado
apresentou uma amplificacdo a partir do 24° ciclo threshold, aproximadamente, em
ambos os ensaios. No entanto, quando a mesma amostra foi submetida ao experimento
com a temperatura de anelamento em 55°C, os Cts médios, com alvo para 0 DNA de
triatomineo, variaram para 32,69 e 32,33 nos ensaios singleplex e multiplex
respectivamente. Tendo em vista as variacbes observadas nas diferentes amostras
submetidas nos ensaios, tanto em singleplex quanto em multiplex, foi selecionada enté&o

a temperatura de anelamento de 58°C para 0s experimentos subsequentes.

Este ensaio permitiu, também, testar a especificidade da reacdo, uma vez que 0s
iniciadores e sonda com alvo para DNA do triatomineo mostraram amplificagdo apenas
nas amostras que continham DNA do inseto. Por outro lado, os iniciadores e sonda com
alvo para o DNA nuclear satélite de T. cruzi, apesar de ndo mostrarem amplificacdo nas

amostras que continham apenas o tubo digestivo do inseto ndo infectado, amplificaram
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tanto para T. cruzi, quanto para T. rangeli, em amostras contendo a mesma concentragdo
de parasitos. Ou seja, apesar destes iniciadores ndo amplificarem para o triatomineo,
eles amplificam para a outra espécie de tripanossomatideo sem apresentar nenhum tipo

de variacao.

4.1.2 SELEQAO DA CONCENTRAQAO DAS SONDAS EM SINGLEPLEX

Este experimento teve como propdsito estabelecer a melhor concentragdo de
sonda TagMan a ser utilizada (Figura 4.2) Foram ensaiados DNA de amostras
reconstituidas do tubo digestivo de triatomineo infectadas artificialmente com DNA de
T. cruzi em seis diferentes concentragdes de sonda para seus respectivos alvos. Segundo
os valores de Ct mostrados na tabela 4.2, foram selecionadas as concentragdes 150 nM
para a sonda com alvo em DNA de triatomineos e 250 nM para a sonda com alvo em
DNA de T. cruzi.

Amplification Plot
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Figura 4.2. Curva de amplificacdo das sondas para deteccdo do DNA nuclear
satélite de T. cruzi (em verde) e 12S do RNA ribosomal de triatomineos (em azul)
por gPCR singleplex.
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Tabela 4.2. Ensaio em singleplex para selecdo das concentracdes das sondas
empregadas para a gPCR (média dos valores de Ct e Desvio Padrdo - DP). Em
destaque, as concentra¢des de sonda de acordo com os melhores valores de Ct obtidos.
Em azul, a concentragdo escolhida para a sonda com alvo no DNA de triatomineo. Em
verde, a concentragdo escolhida para a sonda com alvo no DNA de T. cruzi.

Singleplex
Alvo DNAT. cruzi Alvo DNA Triatomineo
Sonda (hM)| Ct Médio + DP Ct Médio + DP
100 15,11 0,17 24,39 0,06
150 14,15 0,16 23,59 0,25
200 15,59 0,28 26,46 0,33
250 14,13 0,20 25,91 0,26
300 14,38 0,10 27,52 0,44
350 15,19 0,37 29,19 0,45

4.1.3 SELEQAO DA CONCENTRA(;AO DOS INICIADORES EM SINGLEPEX
Uma vez definida a temperatura de anelamento ideal para os dois pares de
iniciadores de interesse, foi feito um ensaio em singleplex para determinar a
concentracdo ideal de iniciadores com alvo em DNA de T. cruzi e com alvo em DNA de
triatomineos (Figura 4.3). Foram ensaiados DNA de amostras reconstituidas do tubo
digestivo de triatomineo infectadas artificialmente com DNA de T. cruzi em diferentes
concentracdes de iniciadores para seus respectivos alvos. A tabela 4.3 indica as

diferentes concentracdes utilizadas neste experimento.

Amplification Plot
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Figura 4.3. Curva de amplificacdo dos primers para deteccdo do DNA nuclear

satélite de T. cruzi (em verde) e 12S do RNA ribosomal de triatomineos (em azul)

por dPCR singleplex.
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Tabela 4.3. Ensaio em singleplex para selecdo das concentracGes dos primers
empregados para a gPCR (média dos valores de Ct e Desvio Padrdo - DP). Em
destaque (vermelho), as concentragOes dos pares de iniciadores escolhidos de acordo
com os melhores valores de Ct obtidos.

Singleplex
Primers (nM) Alvo DNAT. cruzi Alvo DNA Triatomineo
Forward Reverse | CtMédio + DP Ct Médio + DP
100 100 25,15 0,33 38,89 1,16
100 300 23,64 1,05 - -
100 600 25,73 0,71 - -
300 100 24,44 1,12 27,44 1,28
300 300 25,08 1,63 32,52 -
300 600 25,66 1,99 28,16 0,42
600 100 23,92 0,57 26,62 0,38
600 300 24,02 2,06 26,49 0,26
600 600 24,00 0,93 26,57 0,51

De acordo com os valores de Ct obtidos nesta PCR em tempo real em singleplex,
pode-se observar que a concentracdo 600 nM / 600 nM foi a que apresentou melhores
resultados tanto para os iniciadores com alvo em DNA de T. cruzi quanto para 0s
iniciadores com alvo em DNA de triatomineo. Além disso, para a selecdo dos
iniciadores neste ensaio em singleplex buscou-se escolher também uma combinagdo em
que a concentragédo dos iniciadores forward e reverse fossem iguais, caso ndo houvesse

muita diferenca nos valores de Ct.

4.1.4 SELECAO DA CONCENTRACAO DOS INICIADORES PARA PCR EM
TEMPO REAL EM MULTIPLEX

A partir dos experimentos realizados em singleplex foi possivel selecionar as
concentracdes ideais das duas sondas e dos dois pares de iniciadores de interesse. Uma
vez estabelecidos esses valores, a fase seguinte do ensaio de padronizagéo foi definir a
melhor concentragdo para os iniciadores com alvo no DNA de triatomineos em
multiplex (Figura 4.4)

Para este ensaio, entdo, foram fixadas as seguintes concentragdes obtidas
anteriormente: 150 nM de sonda com alvo em DNA de triatomineos; 250 nM de sonda
com alvo em DNA de T. cruzi; 600 nM / 600 nM de iniciadores com alvo no DNA

nuclear satélite de T. cruzi.
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Para determinar a concentracdo ideal de iniciadores com alvo em DNA de
triatomineos no ensaio em multiplex, foram testadas e combinadas diferentes

concentragdes dos iniciadores forward e do reverse, como demonstrado na tabela 4.4.

Amplification Plot
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Figura 4.4. Curva de amplificagdo dos primers para deteccdo simultdnea do DNA
nuclear satélite de T. cruzi e 12S do RNA ribosomal de triatomineos por gPCR
multiplex.
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Tabela 4.4 Ensaio em multiplex para selecdo das concentracGes dos primers com
alvo para o DNA de triatomineos (média dos valores de Ct e Desvio Padréo - DP).
Em destaque (vermelho), as concentragdes escolhidas do par de iniciadores de acordo
com os melhores valores de Ct obtidos

Multiplex
AlNo DNAT. cruzi |Alvo DNA Triatomineo

Primers - Triatomineo
Forward | Reverse

600 600 32,60 2,91 26,43 1,17
600 500 31,80 3,06 25,19 1,39
600 400 30,23 1,29 25,16 0,53
600 300 31,18 3,31 24,45 0,27
600 200 31,29 0,78 26,32 0,17
500 600 - - 25,26 0,16
500 500 30,59 1,01 27,39 2,92
500 400 29,29 0,49 24,30 0,25
500 300 32,58 3,58 25,78 0,80
500 200 31,80 1,26 26,72 1,36
400 600 33,13 2,90 27,73 2,54
400 500 - - 25,96 0,56
400 400 33,76 5,81 27,73 3,38
400 300 30,29 1,78 25,66 1,15
400 200 29,40 2,15 26,33 2,25
300 600 30,68 1,80 26,93 2,08
300 500 27,73 0,37 24,19 0,83
300 400 32,66 2,36 30,97 4,92
300 300 - - 35,97 -
300 200 30,24 0,27 - -
200 600 32,82 3,39 - -
200 500 32,22 1,42 29,57 2,92
200 400 31,88 2,23 30,33 1,77
200 300 - - 32,88 2,44
200 200 29,80 0,38 26,81 0,54

CT Médio| DP |CT Médio DP

Os valores de Ct foram determinados em diferentes combinacbes de
concentracdo de primer para o alvo em triatomineos e foi observado que as
concentragOes que apresentaram 0s melhores resultados nas condigOes estabelecidas
foram de 300 nM para o iniciador forward e 500 nM para o reverse com alvo no DNA
de triatomineos. Esta combinac&o de iniciadores forward (300 nM) e reverse (500 nM)
apresentou Cts menores em amostras contendo o DNA de triatomineo ao mesmo tempo
que ndo apresentou grande perda na amplificacdo do DNA de T. cruzi, quando as

amostras foram ensaiadas em multiplex.
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4.1.5 EXTENSAO DINAMICA (LINEARIDADE) DA PCR EM TEMPO REAL
MULTIPLEX

Para a quantificacdo da carga parasitaria, foram realizados ensaios de
quantificacdo absoluta baseada em curva padrdo de DNA extraido de lisado de parasitos
em triatomineos. A curva padrdo foi incluida em todos os ensaios quantitativos para

calcular as fragdes de parasito obtidas a partir do lisado.

Com o objetivo de analisar a linearidade de detecgdo da amplificacdo de DNA
de T. cruzi e de DNA de intestino de triatomineo, foram ensaiadas, seguindo as
concentracdes de sonda e iniciadores definidas anteriormente nos ensaios de
padronizacdo da PCR em tempo real multiplex, duas curvas padrdo independentes.

Através de andlise de regressdao linear, foi possivel obter uma linearidade
elevada para ambas as curvas (R2 = 0,99 e R2 = 0,98 para parasito e para triatomineo,
respectivamente) e slopes adequados (-3,18 e -3,36) para a quantificacdo do parasito e

do triatomineo (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Extensdo Dinamica para deteccdo e quantificacdo de T. cruzi e
Rhodnius prolixus por PCR em tempo real multiplex. Amostras obtidas a partir de
diluicBes seriadas de DNA extraido de epimastigotas, na faixa de 10°> a 0,5 e de DNA
extraido de intestino de R. prolixus, na faixa de 5 até 0,00032.

4.1.6 ENSAIO DE LIMITE DE DETECCAO

Para avaliar o limite de deteccdo alcancado apés a padronizacdo da PCR em
tempo real, sistema TagMan, foram ensaiadas amostras de lisados do tubo digestivo de
triatomineo reconstituidas experimentalmente contendo de 20 a 0,00128 equivalentes de
parasitos, cada ponto representado em doze replicatas, durante trés dias consecutivos

(Tabela 4.5). Utilizamos o programa Mini Tab, através do método estatistico PROBIT
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para determinar o limite de deteccdo, o qual foi de 0,41 equivalentes de parasito. Este
limite corresponde a concentragdo de parasito onde hd 95% de probabilidade de
deteccdo pelo ensaio de PCR em tempo real.

Tabela 4.5. Ensaio de estimativa pro Limite de Deteccdo de T. cruzi através da
gPCR multiplex. gPCR+ indica o nimero de replicatas positivas para cada ensaio
testado, sendo que a positividade de cada concentracdo foi convertida e analisada
também por porcentagem.

Concentragao Ensaio | qPCR + | Positividade (%) Gréfico de probabilidade para Exitos
€g. par Normal 95% de IC
1 12 100 " 77 7
20 2 12 100 *1 o
3 12 100 =] L
1 12 100 £ 27
4 2 12 100 g3 7/
3 12 100 8 %l yesd
1 12 100 o "l e
0,8 2 12 100 "
3 12 100 R T 3 ;
1 10 83,3 logn concentragdo de parasito
0,16 2 8 66,7 Analise de Probit: método estatistico
3 10 83,3 utilizado para o calculo e obtencéo do
1 11 91,7 limite de deteccdo de T. cruzi. O valor
0,032 2 10 83,3 de LOD é encontrado a partir de uma
3 5 41,7 progressao gerada pela analise de Probit,
1 7 58,3 no qual extrapola as concentracbes
0,0064 2 6 50 testadas que estdo proximas ao valor que
3 6 50 reflete 95% de chance de ser detectado
1 1 8,3 pelo ensaio de qPCR.
0,00128 2 1 8,3
3 0 0

4.1.7 ENSAIO DE INCLUSIVIDADE E EXCLUSIVIDADE

A fim de averiguar a capacidade do sistema TagMan (iniciadores P2b e P6R e
sonda TagMan Triatomineo) em reconhecer as diferentes espécies de triatomineos, que
possuem padrdes distintos quanto a distribuicdo geogréfica e ao desenvolvimento e
transmissdo de T. cruzi, foi feito um ensaio de inclusividade com seis espécies
diferentes, de trés géneros distintos. Todas as espécies de triatomineos testadas, R.
prolixus, Triatoma vitticeps, Triatoma pseudomaculata, T. sordida, Rhodnius neglectus

e P. megistus, apresentaram amplificagdo para o alvo no triatomineo (Tabela 4.6).
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Além disso, foi feito um ensaio de exclusividade, com diferentes espécies de
mamiferos, para testar se os iniciadores P2b e P6R e a sonda TagMan Triatomineo
amplificam para os diversos hospedeiros vertebrados. Pois, ao longo do seu ciclo
bioldgico, o T. cruzi pode ser encontrado tanto no hospedeiro invertebrado quanto no
hospedeiro vertebrado.

As especies de mamiferos testadas foram de cachorro, gambéa, morcego, gato,
rato e humano. Como esperado, nenhuma destas amostras apresentaram amplificacdo
para o alvo triatomineo, confirmando que este ensaio TagMan amplifica apenas para o

inseto vetor (Tabela 4.6).

Tabela 4.6. Ensaio de inclusividade e exclusividade para a detecgdo de triatomineos
por PCR em tempo real multiplex. Valores de Ct para 0 DNA correspondente a 1 tubo
digestivo de inseto adulto para as espécies de triatomineo listadas. Valores de Ct
correspondentes a 200 pL de sangue para as espécies de mamiferos listadas.

Ensaio Inclusividade Ensaio Exclusividade
Espécie Ctmédio| DP Espécie Ctmédio| DP

Rhodnius prolixus 23,84 0,12 Humano N/A -
Rhodnius neglectus 27,54 0,22 Morcego N/A -
Triatoma vitticeps 23,57 0,26 Gato N/A -
Triatoma sordida 23,31 0,02 Cachorro N/A -
Triatoma pseudomaculata | 29,28 1,52 Gamba N/A -
Panstrongylus megistus 31,69 0,04 Rato N/A -

4.2 VALIDACAO DO ENSAIO DE PCR EM TEMPO REAL MULTIPLEX

A técnica padronizada de PCR em tempo real, sistema multiplex, foi validada
com amostras de triatomineos coletados em diferentes regides do Brasil e que
apresentaram positividade para a infec¢do natural por Trypanosoma cruzi em uma PCR
convencional multiplex. Estas amostras foram quantificadas para avaliacdo da carga
parasitaria de T. cruzi e normalizadas por intestino do inseto coletado (DNA T. cruzi/
DNA Triatomineo). Através da gPCR foi possivel analisar, por deteccdo de DNA, a
carga parasitéaria de treze amostras de triatomineos coletados, que variou entre 10? e 10*
equivalentes de parasitos/triatomineo e cuja mediana foi de 10° equivalentes de

parasito/equivalentes de triatomineo (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Quantificacdo da carga parasitaria por PCR em tempo real multiplex
de triatomineos coletados em diferentes regibes do Brasil. Grafico da carga
parasitaria normalizada de 13 triatomineos de campo. A normalizacdo da carga foi feita
pela quantidade de DNA do trato digestivo do inseto presente na amostra. A mediana
foi de 10° equivalentes de parasito/equivalentes de triatomineo

4.3 QUANTIFICAQAO DE PARASITOS VIAVEIS EM AMOSTRAS DE

INSETOS EXPERIMENTALMENTE INFECTADAS

O RNA de T. cruzi foi escolhido como marcador de viabilidade celular para
determinar e quantificar os parasitos viaveis em amostras de triatomineos infectados.
Para tanto, uma PCR em tempo real com transcri¢cdo reversa foi padronizada, tendo
como alvo a regido 12S do gene do RNA ribosomal de triatomineos e o gene GAPDH

do T. cruzi.

Nesta padronizacdo, analisamos a linearidade de deteccdo da amplificacdo de
cDNA de epimastigotas de T. cruzi seguindo as concentracdes de iniciadores definidas
previamente por Silva-Gomes et al (2014). Foram testadas amostras contendo diferentes
concentragdes de T. cruzi, que variaram de 10” a 10? equivalentes de parasito. Nestas
condicdes, foi possivel obter uma linearidade elevada (R2 = 0,99) e um slope adequado
(-3,35) para a quantificacdo de parasitos viaveis em amostras de triatomineos (Figura
4.7). Este ensaio nos mostrou também a especificidade dos iniciadores com alvo para o
gene constitutivo de T. cruzi, GAPDH, uma vez que eles ndo amplificaram para amostra

contendo apenas cDNA do tubo digestivo do triatomineo (Figura 4.7 B)
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Figura 4.7. (A) Extensdo Dindmica para deteccdo e quantificacdo de T. cruzi por
RT-PCR em tempo real. Amostras obtidas a partir de diluicbes seriadas de cDNA
extraido de epimastigotas, na faixa de 10" a 10? equivalentes de parasito. (B) Curvas de
dissociacdo do ensaio para 0 GAPDH.

A linearidade da reacdo da amplificacdo de cDNA do tubo digestivo de
triatomineo também foi analisada, no qual foram testadas amostras de cDNA
correspondentes a diferentes quantidades do trato digestério de R. prolixus nédo
infectados que variaram de 5 até 0,00032 equivalentes de triatomineo. Sendo assim, foi
possivel obter uma linearidade elevada (R2 = 0,98) e um slope adequado (-3,26) para a
quantificacdo de amostras de triatomineos, com uma eficiéncia de 102,8% (Fig 4.8A).
Da mesma forma, foi observado que os iniciadores com alvo para o inseto triatomineo
ndo amplificaram para amostras contendo apenas cDNA de T. cruzi, indicando a

especificidade desta reacdo (Figura 4.8 B).
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Figura 4.8. (A) Extensdo Dinamica para deteccdo e quantificacdo de R. prolixus
por RT-PCR em tempo real. Amostras obtidas a partir de dilui¢cGes seriadas de cDNA
extraido de um pool de 5 intestinos, na faixa de 5 até 0,00032 equivalentes de
triatomineo (B) Curvas de dissociacdo do ensaio para o 12S do RNA ribosomal de
triatomineos.

4.4 MONITORAMENTO DA INFECCAO DE T. cruzi EM Rhodnius prolixus
APOS ALIMENTACAO

Uma vez definidos os parametros para quantificacdo da carga parasitéria, tanto
por DNA quanto por RNA, foi avaliada entdo, a cinética temporal da infeccdo do T.
cruzi em R. prolixus durante trés alimenta¢des utilizando sangue de coelho contendo as
formas epimastigotas do parasito. Para determinar a quantidade de parasitos nas
amostras de triatomineos e para comparar as duas técnicas de quantificacdo por PCR em
tempo real, todo o trato digestivo destes insetos foi dissecado e analisado nos dias 5, 9,
15 e 29 apos a alimentacdo. Além disso, correlacionou-se as técnicas moleculares de
quantificacdo abordadas com a contagem da infeccdo por microscopia, utilizando
camara de Neubauer. A carga parasitaria do T. cruzi de DNA, cDNA ou parasitos foi
normalizada pela quantidade de DNA, cDNA ou do tubo digestivo de triatomineo
presente em cada amostra.

Ao fazer uma analise estatistica de Pearson, ndo foi possivel estabelecer uma

correlagdo significativa entre os dados gerados pelas trés metodologias abordadas neste
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ensaio (P > 0,050). Ou seja, foram observadas diferencas nos resultados obtidos entre a
quantificacdo por deteccdo de DNA, RNA e microscopia (Figura 4.9).

Em relacdo a contagem pela cdmara de Neubauer, os valores se mostraram
menores quando comparados as outras duas técnicas (Figura 4.9 A). Em contrapartida,
qguando comparamos o0s resultados obtidos pelas duas técnicas moleculares para
quantificacdo, observamos que ambas mostraram uma diminui¢do da carga parasitaria
ao longo dos dias apds alimentacdo, todavia o0 RNA (Figura 4.9 B) apresentou uma
queda mais acentuada do parasito a partir do 9° dia ap6s a alimentacdo enquanto o DNA
(Figura 4.9 C) ndo apresentou uma alteracdo significativa do dia 9 para o dia 15 ap0s
alimentacdo. Além disso, os valores da quantificacdo por deteccdo do RNA nos dias 15
e 29 (médias de 14316,3 equivalentes de parasito/triatomineo e 19030,6 equivalentes de
parasito/triatomineo, respectivamente) sdo menores que o0s valores observados na
quantificacdo por deteccdo de DNA (médias de 53116 equivalentes de
parasito/triatomineo e 21316,4 equivalentes de parasito/triatomineo, respectivamente).
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Figura 4.9. Comparacdo de trés métodos para quantificacdo da carga parasitaria em amostras de triatomineos infectados
experimentalmente. (A) Contagem ao microscopio através da Camara de Neubauer (B) Quantificacdo de parasitos através da deteccao
do RNA por RT-gPCR (C) Quantificacdo de parasitos através da deteccdo do DNA por gPCR multiplex Dados de trés alimentacdes com
sangue de coelho contendo as formas epimastigotas do parasito (n = 3). Analise feita com um pool de 5 tubos digestivos inteiros de R. prolixus 5,

9, 15 e 29 dias apos alimentacdo.
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4.5 ANALISE DA INFECCAO DE T. cruzi EM DIFERENTES PORCOES DO
TRATO DIGESTIVO DE R. prolixus

Apos analisar o desenvolvimento do T. cruzi em todo o trato digestivo do vetor,
foi feita entdo uma avaliacdo da cinética temporal da infeccdo deste parasito em
diferentes porcGes do trato digestivo de triatomineos, a fim de avaliarmos mudancas na
carga parasitaria em dois segmentos do sistema digestorio do triatomineo ao longo da
infeccao.

O tubo digestivo de R. prolixus foi dissecado e separado em duas porgoes
distintas, intestino médio anterior e intestino médio posterior + reto, que foram
analisadas nos dias 9 e 29 apos a alimentacdo utilizando sangue de coelho contendo
epimastigotas. A quantificacdo da carga parasitéria foi feita tanto por deteccdo de DNA
quanto por RNA e foi normalizada pela quantidade de DNA e cDNA de triatomineo
presente em cada amostra.

Através da deteccdo por DNA (Figura 4.10 A) observamos que o T. cruzi
permanece na por¢do anterior média do intestino até o 29° dia apds alimentagdo, mesmo
havendo uma queda na quantidade de parasitos neste segmento do dia 9 (média de
13842,8 equivalentes de parasito/triatomineo — 92,1 %) para o dia 29 (média de 200,37
equivalentes de parasito/triatomineo — 1,34 %). Opostamente, ha um aumento da carga
parasitaria do dia 9 (média de 102,82 equivalentes de parasito/triatomineo — 0,71 %)
para o dia 29 (média de 1089,25 equivalentes de parasito/triatomineo — 7,25 %) quando
analisamos o intestino médio posterior + reto do triatomineo (Figura 4.10 A).

Na guantificacdo da carga parasitaria através da deteccdo por RNA (Figura 4.10
B), também observamos que o T. cruzi permanece na porc¢do anterior média do intestino
até o 29° dia apds alimentacdo. No entanto, a queda na quantidade de parasitos no
segmento anterior médio no dia 9 (média de 81623,60 -equivalentes de
parasito/triatomineo — 100%) para o dia 29 (média de 10799,80 equivalentes de
parasito/triatomineo — 4,65 %) foi menor do que a observada no ensaio de quantificacdo
por DNA. Na porcdo média posterior + reto observa-se um aumento da carga parasitaria
do dia 9 (média de 6653 equivalentes de parasito/triatomineo — 8,16 %) para o dia 29
(média de 20825,50 equivalentes de parasito/triatomineo — 25,52 %) (Figura 4.10 B).
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Figura 4.10. Quantificacdo da carga parasitaria em diferentes porcdes do trato
digestivo de triatomineos infectados experimentalmente. (A) Deteccdo do DNA por
gPCR multiplex. (B) Detec¢do do RNA por RT-gPCR. Dados em porcentagem de
uma alimentacdo com sangue de coelho contendo as formas epimastigotas do parasito (n
=1). Andlise feita com um pool de 5 intestinos médio anterior e um pool de 5 intestinos
meédio posterior + reto de R. prolixus.

4.6 PADRONIZACAO RT-gPCR PARA DIFERENCIAR EPIMASTIGOTAS DE
TRIPOMASTIGOTAS

Para a diferenciacdo das formas tripomastigotas e epimastigotas em amostras de
insetos infectados, avaliamos a expressdo do gene Tcs5 que corresponde a um grupo de

enzimas trans-sialidase, altamente expressas em formas tripomastigotas metaciclicas.

O primeiro ensaio para a esta padronizacao, foi feito com o objetivo de testar se
o par de iniciadores selecionados com alvo para o gene TcS5 seria capaz de detectar de
forma diferenciada as formas tripomastigotas do T. cruzi. Para tanto, foi realizado uma
RT-PCR convencional onde os alvos foram cDNA de epimastigota, cDNA de
tripomastigota, cONA de amastigota, cDNA de triatomineo, e cDNA de triatomineo

infectado experimentalmente com formas epimastigotas de T. cruzi.

Os produtos deste ensaio foram analisados em gel de agarose 2,5% e nos
permitiu testar a especificidade da reacdo, uma vez que os iniciadores com alvo para o
gene TcS5 ndo mostraram amplificacdo da banda de 144 pb para amostras de cDNA de
epimastigota ou cDNA de triatomineo, mas apresentaram uma forte banda na amostra

correspondente a formas tripomastigotas (Figura 4.11 A).
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O préximo experimento consistiu na selecdo de uma temperatura de anelamento
para o par de iniciadores com alvo para o gene TcS5. Foi realizada uma PCR gradiente,
com amostras reconstituidas do tubo digestivo de triatomineos contendo tripomastigotas
(Dm28c) obtidos a partir de infeccdo de células VERO. Nesta PCR, testou-se as
seguintes temperaturas de anelamento: 59°C, 60°C, 61°C, 62°C e 63°C. Observamos
que a temperatura de anelamento de 60°C apresentou uma banda de amplificacdo do
produto de 144 pb mais forte que as bandas das demais temperaturas (Figura 4.11 B).

—
~—

Figura 4.11. Produtos do ensaio de RT-PCR convencional A) Ensaio da
especificidade do gene correspondente a proteina trans-sialidase (TcS5). MM:
Marcador Molecular 100 pb; 1 — 6: TcS5 (1. DNA T. cruzi epimastigota; 2. DNA
inseto; 3. DNA T. cruzi epimastigota+Triatomineo; 4. cDNA Amastigota; 5. cDNA
Epimastigota; 6. cDNA Tripomastigota (circulo vermelho) B) PCR gradiente para
selecdo da melhor temperatura de anelamento para os iniciadores com alvo no
gene TcS5. MM: Marcador Molecular; 1. 59°C; 2. 60°C; 3. 61°C; 4. 62°C; 5. 63°C; 6.
Controle negativo da reacéo.

Partindo para a padronizagdo de uma RT-PCR em tempo real, sistema SYBR
Green, capaz de amplificar distintivamente amostras contendo as formas tripomastigotas
de T. cruzi, foi feito um ensaio com o objetivo de testar a especificidade dos iniciadores
selecionados para a reagdo. Para tanto, foi realizado uma RT-gPCR, utilizando os
iniciadores com alvo na regido 12S do RNA ribosomal de triatomineos, para 0 GAPDH
e para 0 gene TcS5 e foram submetidas amostras contendo cDNA de triatomineo nédo
infectado, 10 ng de cDNA de T. cruzi epimastigotas e 10 ng de cDNA de T. cruzi

tripomastigotas.
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Este experimento (Tabela 4.7; Figura 4.12) nos mostrou que o par de iniciadores
com alvo para a regido 12S do RNA ribosomal de tiratomineos amplifica apenas para
amostras contendo cDNA do inseto, que os iniciadores com alvo no gene GAPDH de T.
cruzi ndo apresentam diferencas significativas de Cts nas amostras com a mesma
concentracdo de cDNA de tripomastigotas (Ct médio de 16,98) e epimastigotas (Ct
médio de 16,67). Entretanto, em relacdo ao TcS5, as amostras de cDNA de
tripomastigotas (Ct médio de 17,33) apresentaram uma diferenca de 16 Cts das amostras
de cDNA de epimastigotas (Ct médio de 33,61).

Tabela 4.7 Ensaio de especificidade dos primers selecionados para a reacdo de RT-
gPCR, capaz de detectar diferenciadamente as formas tripomastigotas (valores de
Ct = DP). Foram ensaiadas amostras com cDNA de intestino de inseto ndo infectado
(10 ng), cDNA de T. cruzi tripomastigotas (10 ng) e cDNA de T. cruzi epimastigotas

(10 ng).

Alo TcSh Alo TcGAPDH Alo 125
(Ct médiox DP) | (Ctmédio+ DP) | (Ct mediox DP)
Intestino Triatomineo (5) 10ng — — 5,31+0,23
Tripomastigota 10ng 17,33+0,02 16,98+0,55 —
Epimastigota 10ng 33,61 16,67+0,20 —
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Figura 4.12. (A) Curvas de amplificacdo dos primers TcS5 no ensaio de RT-gPCR.
Amostras de cDNA de triatomineo nédo infectado, 10 ng de cDNA de T. cruzi
epimastigotas e 10 ng de cDNA de T. cruzi tripomastigotas para o alvo TcS5. (B)
Curvas de dissociacdo do TcS5.
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Nesta padronizacdo também analisamos a linearidade de deteccdo da
amplificagdo de cDNA de tripomastigotas de T. cruzi. Foram testadas amostras
contendo diferentes concentracdes de tripomastigotas de T. cruzi obtidos em cultura de
células VERO, que variaram de 10" a 10° equivalentes de parasito. Desta forma, foi
possivel obter uma linearidade elevada (R2 = 0,98) e um slope adequado (-3,36) para a

quantificacdo de parasitos viaveis em amostras de triatomineos (Figura 4.13).
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Figura 4.13. (A) Extensdo Dinamica para deteccdo e quantificacdo de T. cruzi por
RT-PCR em Tempo real. Amostras obtidas a partir de diluicbes seriadas de cDNA
extraido de tripomastigotas de T. cruzi (Dm28c) obtidos em cultura de célula VERO.
(B) Curvas de dissociacao do ensaio para o TcS5

4.7 AVALIACAO DA METACICLOGENESE EM AMOSTRAS DE R. Prolixus

A partir da padronizagdo desta RT-gPCR para quantificacdo diferenciando
tripomastigotas de epimastigotas, foi avaliada entdo, a carga parasitaria de uma infeccao
experimental de T. cruzi em R. prolixus durante uma alimentacdo utilizando sangue de
coelho contendo as formas epimastigotas do parasito. Para determinar a quantidade de
parasitos viaveis totais e de tripomastigotas nas amostras de triatomineos, todo o trato
digestivo destes insetos foi dissecado e analisado nos dias 5, 9, 15 e 29 apds a
alimentacéo.

Neste experimento observamos uma queda gradativa na quantidade de T. cruzi

no trato digestivo do inseto ao longo dos dias apds alimentacdo (media de 24330,3
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equivalentes de parasito/triatomineo no dia 5; 14665,3 equivalentes de
parasito/triatomineo no dia 9; 11587,8 equivalentes de parasito/triatomineo no dia 15;
10048 no dia 29 po6s alimentacdo). No entanto, ao analisarmos a metaciclogénese do T.
cruzi em todo o trato digestivo do inseto vetor, observamos a deteccdo de formas
tripomastigotas (média de 205,91 equivalentes de parasito/triatomineo) pela RT-qPCR

apenas no 29° dia apds alimentacdo (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Quantificacdo da carga parasitdria em amostras de triatomineos
infectados experimentalmente. (A) Quantificacdo de parasitos através da deteccao
do RNA por RT-gPCR com alvo no gene GAPDH do T. cruzi (B) Quantificacdo de
parasitos através da deteccdo do RNA por RT-gPCR com alvo no gene TcS5.
Dados de uma alimentagdo com sangue de coelho contendo as formas epimastigotas do
parasito (n = 1). Andlise feita com um pool de 5 intestinos de R. prolixus 5, 9, 15 e 29

dias ap0s alimentacéo.
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5. DISCUSSAO

O método cléssico de descri¢do de infec¢do natural de triatomineos por T. cruzi
€ 0 exame microscopico do contetdo intestinal dissecado. As doencas emergentes e re-
emergentes necessitam de diagnosticos mais rapidos, sensiveis e especificos. Porém, o
diagnostico convencional apresenta certas limitagfes, com resultados inconclusivos e
discordantes (Brasil, 2005). Com o advento da PCR em tempo real, foi possivel
desenvolver protocolos para quantificar patdgenos nas mais variadas amostras, como
sangue (Piron, 2007; Duffy et al., 2013; Moreira et al., 2013), tecidos (Cummings &
Tarleton, 2003) e fezes, tornando vidvel a elaboracdo de um protocolo para avaliar de
forma acurada a carga parasitaria em triatomineos infectados com T. cruzi (Uehara et
al., 2012; Dias et al., 2015).

Comparando-se a metodologia de PCR convencional com a PCR em tempo real,
a primeira requer uma maior manipulacdo, o que eventualmente pode gerar
contaminacdo cruzada entre amostras, além do resultado mais demorado, considerando
a etapa posterior de detecgéo e visualizagdo dos produtos amplificados por eletroforese
em gel. Em contrapartida, a PCR em tempo real apresenta vantagens como por exemplo,
a rapida andlise dos resultados, pois a amplificacdo e a deteccdo do alvo ocorre em um

mesmo passo do ensaio.

Com as vantagens oferecidas pela tecnologia baseada na PCR, ensaios
moleculares para detectar agentes infecciosos tém sido amplamente utilizados em
muitos laboratérios clinicos para diagnéstico e monitoramento da progressdo de uma
doenca diante de uma terapia especifica. E, embora esteja muito difundido, ainda existe
muita divergéncia acerca dos requisitos necessarios para se padronizar um teste
molecular para diagnostico (Bustin et al., 2009; Burd, 2010). Em 2011, pesquisadores
da América Latina reconheceram a necessidade de se estabelecer uma padronizacao,
através de laboratorios de diferentes paises para o desenvolvimento destes testes
visando diagnostico e tratamento da doenga de Chagas (Schijman et al., 2011). Para este
trabalho, a padronizacdo da PCR em tempo real foi feita seguindo os requisitos exigido
pela CLIA - Clinical Improvement Amendments (Burd, 2010), cujo principal objetivo
das regulamentacdes é garantir precisdo, confiabilidade e adequacdo dos resultados
gerados, independente de qual laboratério estejam sendo realizados. Para tanto, o CLIA

estabelece testes de padronizacdo que devem ser minimamente cumpridos para a

49



validacdo de um ensaio clinico, tais como de acuracia, precisdo, sensibilidade (Limite
de Deteccéo) e especificidade (inclusividade e exclusividade) analitica e linearidade da
reacao.

Em 2012, Uehara e colaboradores publicaram o desenvolvimento de uma
metodologia de PCR em Tempo real quantitativa, sistema SYBR Green, usando como
alvos 0 DNA nuclear satélite de T. cruzi e a regido 12S do gene do RNA ribosomal de
triatomineo. Com esta técnica de PCR em tempo real, foi possivel quantificar com
precisdo a carga parasitaria em Rhodnius prolixus infectados por T. cruzi. Com base no
desenho dos iniciadores para o triatomineo publicados por Uehara e colaboradores, foi
desenvolvida uma sonda para o mesmo alvo da regido 12S do gene do RNA ribosomal
de triatomineo, o que permitiu que padronizassemos, no presente trabalho, uma reacéo

de PCR em Tempo real, multiplex, usando o sistema TagMan.

Uma importante possibilidade oferecida pela PCR € a realizacdo de técnicas
conhecidas como multiplex, que permite a amplificacdo de diferentes sequéncias alvos
dentro de uma Unica amostra através da detec¢do de sinais de fluorescéncia em canais
Gticos distintos. Uma vantagem no uso do sistema TagMan esta relacionada a esta
possibilidade de se executar uma reacdo em multiplex, no qual é realizavel, por
exemplo, a amplificagdo concomitante de varios patdgenos infecciosos ou de mais de
um marcador genético em um mesmo tubo de reacdo. Diversos trabalhos relatam a
importancia dos ensaios baseados no sistema multiplex, uma vez que permitem
assegurar quanto a qualidade do ensaio molecular (Piron et al., 2007; Moreira et al.,
2013; Duffy et al., 2013).

A amplificacdo, por PCR, do DNA de amostras do trato digestorio de insetos
triatomineos pode apresentar inibicdo na reacdo, uma vez que ja na etapa de extracdo do
DNA pode ocorrer a copurificacdo de diversos potenciais inibidores de PCR (Schrader
et al., 2012). Dentre estes inibidores tem-se, por exemplo polissacarideos produzidos
pela microbiota presente no inseto, fragmentos de hemoglobina liberados durante a
hemolise na porgdo anterior do intestino médio (Azambuja et al., 2005), hemozoina
produzida na porc¢éo posterior do intestino médio (Oliveira et al., 1999), heparina usada
como anticoagulante, entre outros. A auséncia de elementos inibidores nestas amostras
evita, portanto, resultados de diagnoéstico falso negativos para detecgdo do T. cruzi; o
que pode ocorrer quando se trabalha com material de alta complexidade, como € o caso

de intestino dissecado de insetos triatomineos.
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A inclus@o de um controle interno de amplificacdo visa a eliminacdo destes
falso-negativos que ocorrem devido a presenca de inibidores da reacdo de amplificacdo,
ja 0 uso de genes normalizadores permite uma andlise de materiais que apresentam
muita variacdo devido ao seu tamanho, quantidade, bem como qualidade empregados.
Para corrigir estas variacdes entre as amostras e certificar a qualidade das amostras de
DNA extraidas a partir dos triatomineos, nos utilizamos o DNA de inseto como controle
interno da reagdo e simultaneamente como normalizador da carga parasitaria. Nogueira
e colaboradores (2015) também utilizam como normalizador da PCR em tempo real, o
DNA do triatomineo, empregando iniciadores com alvo para um gene de proteina
transmembrana em Rhodnius prolixus, que codifica uma proteina semelhante a
aquaporina. Ja Dias e colaboradores (2015) usaram como normalizador da carga

parasitaria um DNA exo6geno (plasmideo contendo pLew82).

Para a deteccdo e quantificacdo da carga parasitaria nos escolhemos o0s
iniciadores e sonda que amplificam para 0 DNA nuclear satélite de T. cruzi, visto que
estudos prévios mostraram que 0 uso destes iniciadores apresentaram uma alta
sensibilidade e especificidade em amostras de sangue infectados com T. cruzi que foram
analisadas através de PCR em tempo real (Piron et al., 2007; Ramirez et al., 2009;
Schijman et al., 2011; Duffy et al., 2013; Moreira et al., 2013). Os resultados dos nossos
testes de padronizacdo, usando amostras de intestino de triatomineos, foram
concordantes com os resultados apresentados para amostras de sangue. E importante
ressaltar que o valor encontrado para o Limite de Deteccdo neste trabalho (0,41
equivalentes de parasita) foi muito proximo ao encontrado por Duffy e colaboradores

(2013) em amostras de sangue humano, que é de 0,47 equivalentes de parasito/mL.

No entanto, a analise dos produtos amplificados nos permitiu observar que néo
houve diferenciacdo na detecgédo de T. cruzi e T. rangeli na PCR em tempo real (Tabela
4.1, Figura 4.1), quando foi utilizado como alvo o DNA nuclear satélite de T. cruzi. Este
resultado ja tinha sido observado por Duffy e colaboradores (2013), no qual eles fizeram
um teste de exclusividade com amostras de Leishmania major, L. mexicana, L.
amazonensis e T. rangeli. Neste experimento, todas as amostras, com excec¢do de T.

rangeli, ndo apresentaram amplificacdo para 0 DNA nuclear satélite de T. cruzi.

A espécie T. rangeli apresenta caracteristicas bioldgicas e uma distribuicdo

geografica muito semelhante a de T. cruzi, pois compartilha 0s mesmos reservatorios
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animais, permitindo a ocorréncia de co-infeccdes nos hospedeiros vertebrados e
invertebrados em uma mesma area geografica (Marinkelle, 1972; D’Alessandro et al.,
1992). Dessa forma, a diferenciacdo no diagndstico destas espécies € extremamente
importante para evitar resultados falso-positivos, visto que o T. rangeli é bastante
estudado no contexto epidemioldgico da Doenca de Chagas (Vallejo et al., 1999; Guhl
& Vallejo, 2003).

Em 2011, Reis desenvolveu uma metodologia baseada em uma PCR
convencional em multiplex empregando iniciadores para um gene constitutivo de
triatomineos (RNA ribossomal 12S) e para uma sequencia do genoma mitocondrial de
T. cruzi com alvo na regido variavel do KDNA. Com a padronizacdo desta PCR
convencional multiplex, foram observadas variagcdes no padrédo de bandas de T. cruzi
(330pb) e T. rangeli (360 pb e 760 pb), conforme ja descrito e publicado por Vallejo e
colaboradores (1999), tornando possivel diferenciar estas espécies em amostras de
triatomineos. Dessa forma, a associacdo dos ensaios de PCR convencional e PCR em
tempo real torna-se uma opc¢ado de ferramenta que permitird um diagnoéstico especifico e

a quantificacdo da carga parasitaria de T. cruzi em amostras de insetos de campo.

Associando a PCR convencional multiplex como complemento a esse
diagndstico para confirmar a auséncia ou presenca de parasitos em triatomineos, nos
validamos a técnica padronizada de gPCR multiplex, no qual foram testadas amostras de
diferentes espécies de triatomineos (P. lutzi, P. megistus, T. vitticeps, T. sordida, T.
pseudomaculata, T. costalimai, T. wygodzinsky) coletados em diversas regides do Brasil
(Figura 4.6). Apesar do numero de insetos avaliados ter sido pequeno (n=13), os dados
gerados levam a uma discussao sobre a aplicacdo da PCR em tempo real, para a medida
da carga parasitaria em amostras de triatomineos coletados em campo, para 0
diagndstico e quantificacdo de T. cruzi considerando uma avaliacdo epidemioldgica de

locais endémicos.

Um problema recorrente em relagdo a quantificacdo do T. cruzi em insetos
através da deteccdo do seu DNA se estende ao fato de que ndo se estd claramente
elucidado se a deteccdo do DNA do parasito corresponde a parasitos vivos na amostra
de inseto analisada. Entdo, com base em estudos prévios que utilizam o RNA do
patdgeno como marcador de viabilidade (Hellyer et al., 1999; Lahtinen et al., 2008;
Payne et al., 2012), este trabalho buscou desenvolver e padronizar uma PCR em Tempo
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real com Transcricdo Reversa (RT-qPCR), sistema SYBR Green, usando o0 RNA de T.
cruzi como marcador de viabilidade celular para avaliar também a quantidade de

parasitos nos triatomineos.

A escolha para o gene GAPDH do T. cruzi como alvo para quantificar a carga
parasitaria foi devido a dados publicados em 2014 por Silva-Gomes e colaboradores,
que demonstraram, através de resultados de Cts semelhantes, a expressdo constitutiva
do gene GAPDH entre diferentes isolados do T. cruzi e entre os diferentes estagios
evolutivos do parasito. Entdo, assim como para 0 DNA, foram realizados ensaios para
avaliar o desempenho analitico da RT-qPCR para a quantificacdo de parasitos viaveis
em triatomineos, usando os iniciadores para 0 gene GAPDH de T. cruzi que foram
descritos por Silva-Gomes e colaboradores (2014), como normalizador e controle
interno da reagdo, 0 mesmo conjunto de iniciadores com alvo para a regido 12S do RNA
ribosomal de triatomineos. A especificidade desta RT-qPCR pdde ser mostrada pelo
pico Unico gerado pela curva de dissociacdo de ambos os alvos, sendo que a temperatura
de dissociacdo para o0 GAPDH foi concordante com a publicada por Silva-Gomes
(2014).

Até o momento, os estudos acerca da distribuicdo do T. cruzi dentro do inseto
vetor tem sido baseada em analises por microscopia Optica do trato digestivo apos
disseccéo do triatomineo. Nossos resultados mostraram que, em relagcdo a contagem por
microscopia pela Camara de Neubauer, os valores se mostraram menores comparados as
outras duas metodologias baseadas na PCR em tempo real, indicando que os resultados
das infeccBes podem estar sendo subestimados. Além disso, a metodologia da PCR em
tempo real desenvolvida para detectar e quantificar parasitos presentes no inseto vetor
da Doenca de Chagas nos permitiu determinar um numero de parasitos em escalas
muito abaixo do que se obtém usando a Camara de Neubauer (<10? parsitas/inseto).
Experimentos com amostras reconstituidas de sangue contaminado com T. cruzi
mostraram que uma andlise através de PCR convencional é capaz de detectar o
equivalente de um parasito em 10-20 mL de sangue (Moser et al., 1989; Britto et al.,
1993). Duffy e colaboradores (2013), usando a técnica de qPCR para quantificagdo do
DNA nuclear satéelite de T. cruzi em amostras de sangue, conseguiram detectar menos
de um equivalente de parasito/mL de sangue. Dias e colaboradores (2015), que usaram a

técnica de gPCR para quantificacdo do DNA nuclear satélite de T. cruzi em amostras de

53



intestino de triatomineo, também detectaram menos de um equivalentes de parasito com

a aplicacdo da técnica.

Estudos prévios tém mostrado que a cinética da colonizacdo do T. cruzi no trato
digestivo depende de diversos parametros que dependem da espécie do inseto vetor, da
natureza da microbiota do intestino, bem como da cepa de parasito, visto que cepas
diferentes de T. cruzi mantém niveis distintos de infeccdo no triatomineo (Mello et al.,
1996; Garcia et al., 2007; Araujo et al., 2007; Araujo et al., 2014). Nossos dados sobre a
cinética do T cruzi (Dm28c) em R. prolixus, mostraram que, apesar de diferencas
significativas na quantidade da carga parasitaria entre as metodologias para deteccdo de
DNA e para RNA, ambas as curvas da carga parasitaria mostraram um perfil semelhante
de diminuicdo do parasito ao longo dos dias. Esta queda na quantidade de parasitos, a
partir da segunda semana po6s infeccdo, também foi relatada por Henriques e
colaboradores (2012), no qual aplicaram uma metodologia de quantificacdo através da
analise por bioluminescéncia emitida por uma cepa geneticamente modificada para

expressar o gene da luciferase (Dm28c-luc).

No entanto, nossos dados mostraram uma diminuicdo muito mais rapida na
quantidade de RNA quando comparando com os resultados observados na detec¢ao por
DNA. Estes resultados sugerem que, ao chegarem no intestino médio anterior do inseto,
primeiro ponto de contato entre os T. cruzi ingeridos e a superficie do trato digestivo do
vetor (Kollien & Schaub, 2000; Ferreira et al., 2016), uma porc¢do significativa destes
parasitos é lisado devido a interacdo com bactérias presentes na microbiota do local
(Azambuja et al., 2005; Garcia et al., 2010), mas que o DNA continua circulante por

mais tempo, enquanto o RNA é rapidamente degradado apds a lise do parasito.

Para avaliar se esta queda inicial também ocorre por conta da migracdo do
parasito da por¢do anterior do intestino para o intestino médio posterior, foi avaliada
entdo, a infeccdo do T. cruzi em diferentes porc¢des do trato digestivo de triatomineos
nos dias 9 e 29 apds alimentacdo. Assim como observado por estudos prévios
(Henriques et al., 2012; Nogueira et al., 2015; Dias et al., 2015), nossos resultados
mostraram uma diminuicdo na quantidade de parasitos no intestino médio anterior do
dia 9 ao 29 apo6s infeccdo e, opostamente, um aumento no intestino médio posterior,

tanto pela deteccdo do DNA quanto pelo RNA.
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Geralmente, a analise dos varios estagios de desenvolvimento do T. cruzi nos
hospedeiros invertebrados natural e experimentalmente infectados é classificada com
base nas caracteristicas morfoldgicas e pela observacdo da movimentacdo ativa dos
flagelados por microscopia Optica. O desenvolvimento de uma RT-qPCR capaz de
diferenciar as formas tripomastigotas e epimastigotas em amostras de insetos infectados,
com a finalidade de aprimorar o diagnostico da infeccdo de triatomineos por T. cruzi,
torna possivel uma melhor anélise acerca da taxa de metaciclogénese em triatomineos.
Um dos processos mandatérios para que o ciclo de vida do T. cruzi consiga se
completar € a transformacédo das formas epimastigotas em tripomastigotas metciclicos
na porcdo final do trato digestivo do inseto.

O genoma do T. cruzi apresenta uma variedade de genes que codificam diversas
moléculas de superficie, incluindo a superfamilia das Trans-sialidases e Trans-
sialidases-like (El Sayed et al., 2005). A funcdo das trans-sialidases é retirar o acido
sidlico do hospedeiro vertebrado e transferi-lo para a membrana do parasito, ja que por
sua vez, o0 protozoario ndo é capaz de sintetizar acido sidlico de novo. Esta etapa
representa um importante papel na interacdo celular e na modulagédo do reconhecimento
de microrganismos patogénicos pelas células hospedeiras dos mamiferos (Schenkman et
al., 1994; Douglas et al., 2008).

Para a deteccdo diferenciada das formas tripomastigotas de T. cruzi, foram
selecionados iniciadores com alvo para o gene TcS5, devido a dados anteriores de
Freitas e colaboradores (2011), que mostraram uma elevada expressao do gene Tcs5 em
formas tripomastigotas. Por outro lado, as formas epimastigotas apresentaram niveis
basais na expressdo deste gene. Ao fazermos uma analise dos iniciadores selecionados
para o alvo TcS5, também observamos uma diferenca na expressao do gene TcS5 entre
as formas do parasito que sdo encontradas no inseto vetor. A diferenca de
aproximadamente 16 Cts entre as amostras indica que o gene TcS5 tem uma expresséo,
aproximadamente, 2 vezes maior em tripomastigotas se comparado as formas
epimastigotas. No entanto, apesar de terem sido feitos testes para padronizacdo desta
RT-gPCR, tendo sido possivel gerar uma curva padrdo e observar a linearidade da
reacdo, ainda sdo necessarios ensaios testando diferentes cepas do parasito para
averiguarmos se existem diferencas na amplificagdo do gene TcS5 para as diversas
DTUs de T. cruzi.
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Para avaliacdo da metaciclogénese do T. cruzi (Dm28c) em R. prolixus, foram
feitos ensaios preliminares para se determinar a quantidade de parasitos viaveis totais e
de tripomastigotas nas amostras de triatomineos em uma infec¢cdo. Novamente foi
observada uma queda gradativa na quantidade de T. cruzi no tubo digestivo do inseto ao
longo dos dias apds alimentacdo. Ao analisarmos a metaciclogénese do T. cruzi em todo
0 trato digestivo do inseto vetor, observamos a deteccdo de formas tripomastigotas
apenas na quarta semana ap0s alimentacdo, enquanto Henriques e colaboradores (2012)
observam formas tripomastigotas a partir da terceira semana apds alimentacdo. Essas
diferencas nos nossos resultados podem ser devido a analise em todo o trato digestivo e
ndo nas suas diferentes porcGes, uma vez que a metaciclogénese ocorre no reto dos
triatomineos e, portanto, as formas tripomastigotas sdo encontradas na porcao final do
trato digestivo destes insetos (Ferreira et al. 2016), podendo acarretar em uma

diminuicdo na sensibilidade da reacao.

O presente trabalho nos mostrou que as ferramentas moleculares usadas para a
deteccdo tanto de DNA quanto RNA apresentaram resultados que, em conjunto,
sugerem o0 uso potencial da PCR em Tempo real para o diagnéstico molecular

diferenciado para T. cruzi e sua aplicacdo em estudos de competéncia vetorial.
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6. CONCLUSAO

A PCR em tempo real multiplex mostrou que os dois pares de iniciadores
escolhidos foram capazes de detectar simultanea e paralelamente, DNA de T. cruzi e
DNA de triatomineos.

De acordo com os testes feitos para a padronizacdo da PCR em tempo real
(Sistema TagMan) multiplex, determinou-se que:

A temperatura de anelamento de 58°C apresentou menores diferengas nos valores
médios de Ct das amostras
= ConcentracGes de primers e sondas

+ 150 nM de sonda com alvo em DNA de triatomineos

+ 250 nM de sonda com alvo em DNA de T. cruzi

+ 600 nM/600 nM de iniciadores com alvo em DNA de T. cruzi;

+ 300 nM/500 nM de iniciadores com alvo em DNA de

triatomineos

Confirmou-se a consideravel sensibilidade da gPCR multiplex, uma vez que foi
alcancado um limite de deteccdo de 0,41 equivalente de parasitos

O ensaio de gPCR permitiu um diagnostico especifico e a quantificacdo da carga
parasitaria de T. cruzi em amostras de insetos de campo

A utilizacdo de RNA como marcador de viabilidade celular nos ensaios de RT-
gPCR, com iniciadores para o gene GAPDH, revelou sensibilidade e especificidade no
ensaio e possibilitou a deteccdo/quantificacdo de parasitos vidveis em amostras
contendo intestino de triatomineo.

As diferencas nos resultados obtidos entre as trés metodologias abordadas neste
trabalho confirmou a sensibilidade das técnicas moleculares em relacdo a técnica de
visualizacdo do parasito por microscopia optica.

As diferencas observadas nas curvas de quantificacdo da carga parasitaria, tanto
na analise por DNA quanto por RNA, confirmaram a maior estabilidade do DNA
quanto a degradacdo no trato digestivo de R. prolixus.

Os resultados obtidos através da anélise molecular das diferentes por¢des do
trato digestivo nos sugerem que a amplitude na carga parasitaria se da em funcéo do
numero de parasitos que foi inicialmente ingerido pelo inseto no momento da infeccao.

Em relacdo a RT-gPCR capaz de diferenciar formas epimastigotas das formas

tripomastigotas, mesmo com dados preliminares, foi possivel observar que o GAPDH
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ndo diferencia as formas tripomastigotas de epimastigotas. Porém o alvo TcS5 possui,
pelo menos, 2'® mais copias na forma tripomastigota em comparacdo a forma

epimastigota.

7. PERSPECTIVAS

Com o término do desenvolvimento da reacdo de RT-PCR em Tempo real,
esperamos quantificar de maneira diferenciada diferentes porgdes do intestino de R.
prolixus. Para que se estabeleca um Unico ensaio de quantificacdo da carga parasitaria
com uma alta resolucdo e sensibilidade, visamos desenvolver e padronizar uma RT-
gPCR triplex usando o sistema TagMan, atraves do desenvolvimento de sondas para 0s
alvos GAPDH, TcS5 e 12s do RNA ribosomal de triatomineos. Dessa forma,
buscaremos validar o RNA como marcador de viabilidade de T. cruzi na interacdo com
0 hospedeiro invertebrado. Além disso, almejamos avaliar, em relacdo a viabilidade e
metaciclogénese do parasito, a dindmica da interacdo de isolados de T. cruzi
pertencentes as diferentes DTUs com seu inseto vetor.
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