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WANDERLEY, Leandro Batista. Avaliacdo da técnica Nested-PCR ndiagnostico de
Schistosoma mansoni em caramujos e amostras biolégicas humanas2017. Tese
(Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia em Sautdd&}entro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes, Fundacédo Oswaldo Cruz, Recife, 2016.

RESUMO

As técnicas diagndésticas para a esquistossomosseapam baixa acuracia, tornando-se
necessarias novas técnicas para seu diagnosticobj@ivo do estudo foi avaliar o
desempenho de dois sistemas Nested PCR (NPCR)opdiagndstico deS. mansoniem
caramujos e amostras humanas. Foram otimizadosogergaios de PCRs simples testando
diferentes concentracdes dwimers e magnésio. Em seguida, esses sistemas foram
combinados em duas NPCRs. A sensibilidade dosmsstdoi avaliada nas concentracdes
entre 1ng e 0,1fg de DNA genémico 8emansone a especificidade com DNA de cercéria
ave. Nas amostras humanas, a NPCRL1 foi avaliadeagamen DNA extraido de amostras de
LCR (n=50) de pacientes com ou sem neuroesquistass A NPCR2 foi avaliada em
amostras de sangue e urina de individuos infectad®9) e ndo infectados (n=21). Para os
caramujos, o sistema NPCR2 foi avaliado por mimedisla infeccédo em lotes &e glabrata
(n=50), adicionando diferentes concentracdes de Mgy, 10pg e 10fg) antes da extracéo, e
através de lotes contendo diferentes quantidadesmenujos infectados em laboratério. A
NPCR2 foi cem vezes mais sensivel que a NPCRL1 faraplio 0,1fg de DNA. Os dois
sistemas amplificaram o DNA da cercaria de ave, apgamas a NPCR2 conseguiu distingéo
entre as bandas. A NPCR1 apresentou 80% de sefesileil 100% de especificidade e valor
preditivo positivo, 88% de valor preditivo negatige®2% de acuracia no LCR. Ja a NPCR2
apresentou uma melhor sensibilidade para as arealgrarina, apresentando baixa acuracia
no sangue. Para o mimetismo em caramujos, o sisterhiPCR2 amplificou 1ng de DNA, e
o lote contendo 1 caramujo com 5 dias de infec€@mclui-se que a técnica permite o
diagnostico da doenca em caramujos e amostras lsgm@arincipalmente em pacientes com
neuroesquistossomose.

Palavras-chaveSchistosoma mansoridiagnostico. Reacdo em Cadeia de Polimerase.



WANDERLEY, Leandro BatistaNested-PCR evaluation for the diagnosis dichistosoma
mansoni in snails and human biological samples2017. Thesis (Doctorate in Biosciences
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ABSTRACT

Diagnostic techniques for schistosomiasis presewt &ccuracy and new techniques for
diagnosis are necessary. The objective of thisysivas to evaluate the performance of two
Nested PCR (NPCR) for the diagnosisSofmansonin snails and human samples. Four PCRs
protocols were optimized by testing different concations of primers and magnesium.
These systems were then combined into two NPCRs. sEmsitivity of the systems was
evaluated at concentrations between 1ng and O0.1f&.omansonigenomic DNA and
specificity with avian cercariae DNA. In human saesp NPCR1 was evaluated only in DNA
extracted from CSF samples (n = 50) from patienth wr without neuroschistosomiasis.
NPCR2 was evaluated in blood and urine samples indected (n = 99) and non-infected (n
= 21) individuals. For snails, the NPCR2 system esauated by mimicking thB. glabrata

(n = 50) batch infection, adding different concatiitns of DNA (1ng, 10pg and 10fg) prior
to extraction, and by lots containing different amts of snails infected in the laboratory.
NPCR2 was one hundred times more sensitive tharRIRy amplifying 0.1fg of DNA. The
two systems amplified the DNA of the avian cercabat only the NPCR2 managed to
distinguish between the bands. NPCR1 showed 80%itsaty, 100% specificity and positive
predictive value, 88% negative predictive value 8886 accuracy in CSF samples. On the
other hand, the NPCR2 presented a better sengifitthe urine samples, presenting low
accuracy in the blood. For mimicry in snails, the@R2 system amplified 1ng of DNA, and
the batch containing 1 snail with 5 days of infextilt is concluded that the technique allows
the diagnosis of the disease in snails and humamplsa, mainly in patients with
neuroschistosomiasis.

Keywords:Schistosoma mansgiiagnostic, Polymerase Chain Reaction
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca negliger, causada por trematédeos do gér
SchistosomdS. mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. inteoalaS.mekongi e
guineensiy de ocorréncigandémica em diversos paises nas regides tropisaistejicais do
planeta (COLLEY et al2014) (Figura 1)

Figura 1-Distribuicédo geografica da Esquistossomose no m

Rl N N § ‘ gr 9 &

Ocean

Areas Endémicas de Esquistossormose
() Forma Hepatica/Intestinal

D Risco muito baixo para Forma Hepatica/Intestinal

@ Risco muito baixo para Forma Urinaria

() Forma Hepética/Intestinal e Urindria

(@) Risco muito baixo para Forma Hepatica/Intestinal e Urindria
@ Nao Endémica

Fonte:Adaptado de Centers for Disease Control and Prieve(2013 tradug&o noss.

A esquistossomose mansonica, também conhecida Bdharziose, Xistose, Xistos
Doenca dos Caramujos, Barriga d’Agua, Doenca desbt-Piraja da Silva (BRASIL, 2014
€ a forma maiamplamente distribuida no mur, estando presen&n paisesos continentes
Africano e Asiaticoe nas regides dOriente MédioCaribe e América do S (GRYSEELS,
2012). Estima-se quéeara estas duas Ultimas regi cerca de 25 milhdes de pessestdo
sob o risco de contrair a doenceque seis milhes estinfectacas (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2(09).

No Brasil, pais que concentra a maior parte dogscastificadosdas Américas, &.
mansonié o Unico agente etiolégico da doe havendo registros de casos autdéctones em
de 15 estados da federagka@ura 2), a maioria registrada riesgidesNordeste e Sudeste do
pais (BRASIL, 2014).
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Figura 2 — Distribui¢cdo geogréfica da Esquistossemoansonica no Brasil.

Faixa de positividade (%)

B <5

5-15

. - 15

| sem dados

Fonte: Brasil (2014).

No estado de Pernambuco, onde se observa o seqaidonivel de endemicidade no
pais (BRASIL, 2016), os hospedeiros intermediadasesquistossomose sdo as espdgies
glabrata e B. straminea(PERNAMBUCO, 2013). No estado, casos foram regyigts em
102 dos 186 municipios existentes, a maioria Ipadh nas regides da Zona da Mata e Litoral
(BRASIL, 2011). Recentemente, novas areas de tiga8mforam encontradas em regides
proximas ao litoral e na Regido Metropolitana deifee sugerindo que a doenca se encontra
em expanséo (BARBOSA et al., 2014, 2015a, 2015b).

S. mansonié um helminto pertencente ao Filo Plathyelmintdasse Trematoda,
familia Schistosomatidae e géne8thistosomaE um verme delgado, digenético, de
coloracdo branca e sexos separados, com a féméa athis alongada e albergada pelo
macho (BRASIL, 2014). O seu ciclo bioldgico se ctetgp em torno de 80 dias e envolve

dois hospedeiros: um definitivo ou vertebrado, comedores, marsupiais, carnivoros
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silvestres, ruminantes e principalmente humanosmeintermediario ou invertebrado, em
geral caramujos do géneBiomphalaria(BRASIL, 2014; REY, 2011).

Os hospedeiros intermediarios no Brasil sdo cam@snujastropodes aquaticos
pertencentes a familia Planorbidae, havendo regddr existéncia de 11 espécies e uma
subespécie dBiomphalariaspp. Dessas, apenBs glabratg B. tenagophilae B. straminea
sao naturalmente infectadas p&omansonig estdo presentes, principalmente, nas regioes
Nordeste, Sudeste e Centro-oeste do Brasil (BRA3M14). EmboraB. stramineaseja a
espécie mais bem adaptada e amplamente distrifendantrada em 24 estados brasileiros e
no Distrito Federal)B. glabrata é considerada a espécie de maior importanciaceokini
epidemioldgica devido a ampla distribuicdo em 16dss brasileiros, além do Distrito
Federal e por estar fortemente associada a digfibbudos casos de esquistossomose no
territorio brasileiro. A espéci®. tenagophilafoi notificada em apenas 10 estados e no
Distrito Federal, sendo mais prevalente na regiab (GIGURA 3) (BRASIL, 2014;
SCHOLTE et al., 2012).

Figura 3 — Distribui¢cdo espacial Beomphalariaspp. no Brasil.
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Fonte: Carvalho et al. (2008)

A transmissdo dd. mansonigeralmente ocorre mediante contato do homem com
colecbes hidricas (corregos, lagoas, lagos e calaidrenagem e de irrigacdo) contendo
caramujos infectados, os quais liberam as cercasiaforma infectante para o humano
(GRYSEELS, 2012). As cercarias possuem uma caddecéila, um corpo cercariano e uma
cabeca com duas ventosas que facilitardo no mondmntiixacdo na pele do hospedeiro
(COLLEY et al., 2014). Cerca de quatro semanas apdgssenvolvimento das cercarias
dentro do molusco, elas séo liberadas e atingeraio aguético, principalmente entre as 11 e
15 horas do dia (devido a luminosidade e temperatdequadas), e permanecem nadando na

agua por até 72 horas. Ao entrarem em contato ctiwspedeiro vertebrado, essas formas
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penetram ativamente através da pele, abandonamaacauda e se transformam em
esquistossdmulos (COLLEY et al., 2014; GRYSEELS,20

Apoés atingirem a corrente sanguinea e/ou linfatisa.esquistossémulos chegam ao
coracdo e pulmdes, podendo posteriormente atirigersbs orgaos, preferencialmente o
figado, onde os vermes se desenvolvem por aprogimete 45 dias, e atingem a forma
adulta, podendo permanecer por até 30 anos no dwispe(GRYSEELS, 2012). Ao
alcancarem as veias mesentéricas do figado, oocoasalamento entre fémeas e machos
culminando com uma postura de aproximadamente 308 por dia pela fémea gravida
(COLLEY et al., 2014).

Os ovos des. mansonpossuem morfologia bem caracteristica, com um poterior
mais delgado e o posterior mais volumoso, com yricel® lateral saliente e agudo em suas
proximidades, que o diferencia das demais espdeié&lmintos intestinais (BRASIL, 2014).
Quando estes ovos atingem a luz intestinal, ele®gdcuados juntamente com as fezes e, ao
encontrar um meio aquético favoravel, liberam osaacidios, forma aquatica ciliada e
infectante para o hospedeiro intermediario (COLL&Yal., 2014). Uma vez no interior do
caramujo, o miracidio perde seu epitélio ciliaddéeorigem ao esporocisto primario, o qual,
apos aumento de tamanho, ira se romper e daranorigeima quantidade de 20 a 40
esporocistos secundarios. Estes, por sua vez, rmigeaia 0 hepatopancreas e ovotéstis do
molusco e dentro de um periodo de trés a quatr@rsgsnirdo maturar e dar origem as
cercarias, que serdo liberadas no meio aquaticos Approducdo de varias cercarias, estes
esporocistos podem ainda formar esporocistos t@si&apazes de gerar novas cercarias
(REY, 2011) (Figura 4).

Pinto (2013) relata que moluscos do génBiomphalaria podem ser encontrados
naturalmente infectadas por cercarias de outrosat@eos, com@ercaria macrogranulosa
Cercaria minenseCercaria acaudata, Cercaria caratinguengsjue muitas dessas cercarias

sao responsaveis por infectar aves, peixes, tgear@ outros animais.
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Figura 4 - Ciclo biologico d8chistosoma mansoni
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Fonte: Adaptado de Pearcélacdonald 2002, tradug&o nossa)

A inexisténcia de métodos eficazde controle dosnoluscos, as precarias condicdes
moradia ede saneamentcocasionam o intim@ontato humano coras aguas infectadas,
constituindoum dos importantes determinantes da persistén@gpansad da doenca em
nosso meigPORDEUS et al., 200¢

A fase agudala esquistossomose mansoércorrespond@o periodo dpenetracdo das
cercariasno organismo, ¢ maturacdo do verme e postura dos pyasdendo ou néo s
sintomética. A forma aguda sintomatica pode se manifestar sintomas clinicos
inespecificos, comdéebricula, reacdo inflamatéria de hipersensibilelatediata,prurido e
dilatacdo de arteriolas e capilé que pode aparecer semanas ou meses apos a in
(COLLEY et al., 2014)Em alguns casos 0s ovos podem atingir o figadankhy a formaca
de granulomas e ocasionando febre, sudorese, ioalaBmagrecimen, diarreia, dentre
outros sintomas, que podem levar a morte (GRYSEElh, 2012)

Em decorréncia de uma hipersensibilidade retardaa, desenvolvimento de papul
formando a dermatite cercariana (PRATA; COURA, 2008 gravidade a forma aguda
depanderé da intensidade da infeccéo e da resisténcindividuc (COLLEY et al., 2014)
Nessa fase, por searacterizar pelintensa reproducdo dos vermes adultos, o diagic
clinico pode ser confirmado através da observagd#o alos eliminados nas fezdos
individuos doentes ogor meio d testes imunoldgicosle deteccdo danticorpos ou

antigenos do parasito (REY, 2().
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A forma crénica € classificada de acordo com aideae do quadro em forma leve
(assintomatica, hepatointestinal e hepatica) e egrau avancada (hepatoesplénica)
(MATTOS; DANTAS-CORREA, 2010).

A forma leve se caracteriza pela presenca de sagaastrointestinais, como nauseas,
vomitos, diarreia, sensacao de plenitude gastrider @bdominal. (SOUZA et al., 2011). Ao
exame clinico, o figado esta aumentado e o bace p@dpavel (NEVES et al., 2011). Nessa
fase, o diagnostico é confirmado com base nos tegad dos exames coprolégicos
juntamente com dados clinicos e epidemioldgicos TMAS; DANTAS-CORREA, 2010).

As consequéncias mais graves da infeccdo Belonansonisdo as secundarias ao
aumento da pressao sanguinea portal, devido &éiltrepatica periportal que progride com a
evolucdo da doenca e pode levar a obstrucdo do #axguineo nas veias intra-hepatica
portal e esplénica (MANZELLA et al., 2008). Difetes niveis de fibrose periportal podem
ser detectados pelo exame ultrassonografico (MATT@ANTAS-CORREA, 2010;
DOMINGUES, 2008).

Dentre as formas ectdpicas que podem ser desedas)viemos a Esquistossomose
Pulmonar, a Forma Pseudoneoplasica ou Tumoral,feopdgia Esquistossomoética, Forma
Panvisceral (PRATA; COURA, 2008) e a neuroesqusstomse, tida como a forma ectdpica
mais grave da infeccao pel®. mansoni(FERRARI; MOREIRA; CUNHA, 2008).
Normalmente, seu diagndstico € realizado pelo axhbd esquistossomose e do disturbio
neurologico mielomeningorradicular caracterizador pBaraparesia, Paraparestesia e
hipoestesia principalmente em regiao selar (S1)aaBBracdes esfincterianas vesical e retal,
tanto com incontinéncia como retencdes e Impotémseual (MATAS, 2001). Sua real
epidemiologia é desconhecida devido ao fato daulifade de se diagnosticar clinica ou
laboratorialmente esta forma clinica (CARVALHO, 31

Tradicionalmente, a esquistossomose mansonica €@nafiicada por métodos
parasitolégicos ou imunoldgicos. Os testes patagitos consistem na identificacdo direta
do parasito em suas diferentes formas evolutivagndp presentes no hospedeiro
invertebrado (caramujos) ou vertebrado (humandjeos mais utilizados para diagnosticar a
presenca do parasito devido principalmente o sbw lzaisto e simplicidade na realizacao da
técnica (BRASIL, 2014).

Nos humanos, diversos testes imunoldgicos paragiede anticorpos especificos ou
antigenos circulantes d8chistosomaforam desenvolvidos e tém sido empregados no
diagndstico da doenca, sobretudo em sua fase ar6@is principais testes imunoldgicos

atualmente disponiveis sdo a intradermoreacdocasoes de fixagdo do complemento,
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imunofluorescéncia indireta, técnica imunoenzingafiEnzyme linked immunosorbent assay
— ELISA) e ELISA de captura (GOMES; ENK; RABELLOQ®4; VITORINO et al., 2012).
Estes testes sdo particularmente Uteis quando m&ssével observar ovos do parasito nas
fezes, principalmente em pacientes com carga paniadbaixa (ZHAO et al., 2012). Contudo,
além do custo elevado, muitos deles apresentamswamtagem de fornecerem resultados
positivos por algum tempo apls a cura e, portampoesentando baixa confiabilidade na
avaliacdo da resposta terapéutica e da persist@adisfeccdo (CAVALCANTI et al., 2013;
GRYSEELS et al., 2006; ZHAO et al., 2012;).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomendasgyisa coproldgica de ovos
por meio de técnicas quantitativas e de sedimenfa&gé a realizagdo do diagndéstico, sendo a
técnica de Kato-Katz considerada padrédo ouro pardoEmas agudas da doenca e a
Ultrassonografia para as formas cronicas (MONTRESTIER8). A técnica de Kato-Katz é
simples, rapida e barata e consiste na pesquisaviasdo parasita nas fezes de individuos
infectados através do preparo de laminas e posteisoalizacdo em microscopio 6tico
(KATZ; CHAVES; PELEGRINO, 1972), sendo uma das téas mais utilizadas no
diagndstico da esquistossomose (GRAY et al.,, 20A1DMS recomenda a realizacéo e
leitura de duas laminas por amostra de paciente,gsoovos sédo de facil identificacdo devido
ao seu tamanho e formato caracteristicos, permitmdliferenciagdo de ovos de outras
espécies de helmintos (GRYSEELS, 2012).

A técnica Kato-Katz € 100% especifica e possibdéitguantificacdo de ovos dg
mansoniquando a intensidade da infeccéo € alta ou mod¢@iRAY et al., 2011; ZHAO et
al., 2012). Esse método permite avaliar a intedgidia infeccdo e é o método de escolha em
inquéritos epidemioldgicos e na avaliacdo da reapms tratamento antiparasitario no Brasil.
Em areas com baixa carga parasitaria, o MinistgaidcSaude do Brasil (MS) recomenda a
realizacdo deste teste em trés amostras consex;utiva duas laminas cada uma (BRASIL,
2014).

Entre as limitagcbes das técnicas parasitologiceagriacipais sdo a incapacidade de
deteccdo da infeccdo no periodo pré-patente, a ls@irsibilidade em pacientes com baixa
carga parasitaria, aléem da baixa acuracia do @aténquéritos conduzidos em areas com
baixa endemicidade ou apds o tratamento em masday@t al., 2011; ZHAO et al., 2012).
Outra limitagdo do método se deve a dificuldadedeieccdo da parasitose em uma Unica
amostra devido as variagOes diarias e distribugl@atéria de ovos liberados nas fezes
(BERHE et al., 2004; ENGELS; SINZINKAYO; GRYSEEL$996), sendo recomendada a
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coleta de amostras seriadas ou a realizacdo emd@aima lamina por amostra de paciente
(LAMBERTON et al., 2014; MEURS et al., 2015).

Outros métodos de deteccdo do parasito em humaifipados em menor escala séo a
técnica de sedimentacdo espontanea (Lutz), a &daceclosdo dos miracidios (BRASIL,
2014), a raspagem retal, biopsia retal e biopsgtiea em pacientes suspeitos e que nao
apresentam ovos nas fezes (BRASIL, 2014; GRAYI. g2@l11; ZHAO et al., 2012).

Para o caramujo, as técnicas consideradas padrém que sao utilizadas para
confirmacado da infeccdo consistem na identificat@icercaria liberada pelo caramujo apos a
exposicdo a luz, ou através do esmagamento dosscosluentre placas de vidro para
observacéo de esporocistos em um microscopio 6pticbos sdo testes simples e de baixo
custo. (CALDEIRA; JANOTTI-PASSOS; CARVALHO, 2009).

Apesar da simplicidade na execucdo dos métodosabtigos e da eficacia dos
esquemas terapéuticos, a vigilancia epidemiol6giaa controle da esquistossomose ainda
permanecem um desafio, em parte devido as limisagi@gnosticas das técnicas diagnodsticas
disponiveis, aos setores da saude.

Dentre as limitacdes das técnicas parasitoldgieageteccao do parasita em moluscos,
destacam-se a dificuldade de diferenciacdo darm@mdS. mansonde outros trematédeos, a
baixa sensibilidade em situacdes de baixa cargssitaia ou durante infeccdes pré-patentes
(a liberacdo das cercérias ocorre em pelo menatia®0apds a infeccdo), e ainda devido a
problemas relativos ao desenvolvimento dos espsiozciou a morte dos moluscos apés a
coleta e exposicdo a luz (CALDEIRA; JANOTTI-PASSOSARVALHO, 2009). Outra
dificuldade consiste na realizacdo dessas técmjuasenvolvem procedimentos laboriosos
que exigem a realizagdo por técnicos habilitadesutura laboratorial adequada (ABATH
et al., 2006). Barbosa et al. (1992) relatam qobservacao da liberacdo de cercariasBem
stramineanem sempre € possivel, mesmo quando coletado eandér alta prevaléncia de
infeccdo humana, resultando na subestimacao dadegrd prevaléncia da infeccéo.

Nas ultimas décadas, diversas técnicas molecuarésrnaram mais acessiveis e vem
sendo aplicadas para o diagnéstico de diferentescds infecciosas e parasitarias (GOMES;
ENK; RABELLO, 2013; VERWEIJ; STENSVOLDB, 2014). Dee elas, destaca-se o
diagndstico de&s.mansonem seus hospedeiros. Os principais métodos aksengolvidos e
testados no diagndstico molecular 8e mansoniem diferentes amostras humanas e em
caramujos sao descritos no quadro 1 e serdo mathaldos na Secdo de Revisdo de

Literatura.



Quadro 1 — Principais aplica¢des das técnicas mialexs par&chistosomanansoni

4,

Biomarcador Método Amostra Sensibilidade %  Espddidide % Referéncia
SM1-7 (M61098) | PCR Fezes humanas, urina, 96-100 88-91.2 Lodh et al., 2014; Carval
sSoro e soro de rato et al., 2012; Pontes; Dias-
Neto; Rabello, 2002; Allam
et al., 2009; Pontes et al.,
2003; Enk et al., 2012;
Carneiro et al., 2013
SM1-7 (M61098) | PCR Agua e plancton - - Hertel et2004;
Hamburger et al., 1998a
SM1-7 (M61098) | LAMP Caramujo - - Abassi et al., 201
SM1-7 (M61098) | PCR-ELISA Fezes humanas - - Siqustiad., 2015; Gomes
etal., 2010
SM1-7 (M61098) | PCR em Tempo Rea Soro e fezes hamar 97,4% 85,1% Espirito Santo et al., 201
DNA genbmico Hibridizacdo Caramujo 80 92,4 Hamburyéeil; Pollack,
1987
DNA ribossomall Nested-PCR Caramujo - - Chen J-h et al., 2006
18S
Gene mitocondrial Multiplex PCR Caramujo - - JaiRBtssos et al., 1997
2006
DNA satélite LAMP Soro e fezes de rato - - Fernar8eto et al., 2014

Fonte: Adaptado de He et al. (2016, traducdo nossa)

Nota: “-“: sem mencado ou dados ndo acurados.
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Em 2002, o grupo de pesquisadores liderados peler&terico Abath, no Centro de
Pesquisas Aggeu Magalh&es, desenvolveu e otimizéeremtes sistemas de PCR
(convencional, Nested PCR e Nested PCR em Unia) pdra a identificacdo de DNA &
mansoni(ABATH et al., 2002). O desafio principal do grufm adaptar a técnica Nested
PCR convencional (NPCR) a Nested PCR em unico (BAtNPCR) através do isolamento
dosprimersinternos na face interna do microtubo tornandatgmbo, desnecessaria a abertura
do tubo para transferéncia de produtos de PCR rseqoentemente diminuindo o uso de
reagentes e o risco de contaminacéo. AssimyriasersSchfo 11, Schfo 17 e Schre 19 foram
desenhados para reconhecer a regido da subunidsabe do RNA ribossomal, enquanto que
o primer Unvre 16 constitui um primer universal el@sado para regides altamente
conservadas das espécies. A sensibilidade dessasatefoi de 1pg, 0,1fg e 1fg para a PCR
convencional, NPCR e STNPCR, respectivamente (ABATH., 2002).

Em 2006, pesquisadores do mesmo grupo (MELO e2@06) utilizaram os sistemas
de Nested convencional e em Unico tubo para deieg@®NA deS. mansoném caramujos
coletados em sitios de transmissdo da doenca paranos. Inicialmente, ao otimizar estes
sistemas utilizando DNA genémico & mansonias sensibilidades obtidas foram de 10pg,
1fg e 10 fg para a PCR convencional, NPCR e STNR€$pectivamente, resultados estes
inferiores aos obtidos por Abath et al. (2002). g§gguida, a especificidade dpsmersfoi
testada frente ao DNA de diferentes trematdédeossadistosomaHEchinostoma paraensei
Cercaria minensisC. macrogranulosa C. caratinguensis de espécies dechistosomds.
mansoni, S. haematobiur8. bovis S. japonicuh e deB. glabratae verificaram queo
sistema de PCR convencional formado pelasiersSchfo 17 e Schre 19 amplificou o DNA
de S. mansoni, S. haematobin$. bovis Porém, quando estpsimers foram utilizados na
segunda reacdo da Nested PCR, eles apenas foramesage amplificar o DNA d8.
mansonie S. haematobiumlodos os sistemas desenvolvidos pelos autores fcagarzes de
amplificar o DNA deS. mansonem caramujos infectados com miracidios em labocatiu
coletados no campo.

Posteriormente, outrggimersforam desenhados por Melo et al. (2006) - Unvéod®
Unvre 6 - porém apenas a especificidade destersstel testada, tendo-se verificado que o
DNA de todas as espécies citadas acilBehinostoma paraenseCercaria minensisC.
macrogranulosaC. caratinguensis, S. mansoni, S. haematopinbovisS. japonicune B.
glabrata) foram amplificados (MELO et al., 2006).

Apesar dos resultados obtidos com os testes ermuprs criados em laboratorio e

coletados em campo terem sido satisfatorios, esstsgnas ainda ndo haviam sido testados
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em amostras biolégicas humanas, o que suscitoestaqudesta tese, que compreendeu duas
etapas: a otimizacdo de sistemas de PCR simpld3GRNonvencional para a deteccao do
DNA de S mansoni A segunda etapa consistiu na avaliacdo do desgrmpeas NPCR
otimizadas para a deteccdo do DNA d& mansoni em caramujos infectados
experimentalmente em laboratério e em fluidos lgickds humanos.

No momento, dois artigos foram elaborados res@sanesse trabalho. O primeiro
artigo descreve as etapas de otimizacdo das P@Rsiacdo das Nested PCR em amostras de
sangue e urina humanas. O segundo apresenta dtdesuda avaliagdo da NPCR na
deteccdo do DNA deS. mansoniem caramujos da espéciB. glabrata infectados
experimentalmente em laboratérios. Adicionalmees$sa tese apresenta um artigo publicado
em colaboracdo (BRUSCKY et al. 2016), que apresente&sultados de um dos sistemas de
NPCR otimizados na deteccdo 8e mansonem amostras de liquido cefalorraquidiano de

casos confirmados de neuroesquistossomose.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Diagnostico Molecular — Polymerase Chain Reaoti (PCR)

A reacdo de polimerase em cadeia (PCR) é uma daisdé de biologia molecular que
permite a replicacdo do DNA de agente viral, b&mer ou parasitario utilizando enzimas,
sem a necessidade de utilizacdo de um organisnm Mivécnica permite a amplificacédo
exponencial de uma pequena quantidade de molédeal&NA, possibilitando que a analise
seja feita mais facilmente. A técnica da PCR faetwolvida em 1983 por Kary Mullis e
atualmente amplamente utilizada e considerada dedgr importancia na medicina e
laboratorios de pesquisas biologicas (GRUNENWALOD3.

Para sua realizacdo é necessario adicionar osngegueagentes em um mesmo tubo
(BASTIEN; PROCOP; REISCHL, 2008): |

a) Dois pequenos iniciadores denominadpsmers desenhados para serem
complementares as sequéncias desejadas do DNAe aw®o inicio a formacao
de uma dupla fita de DNA;

b) Desoxinucleotideos trifosfatados (dNTP), uma sauf@mada a partir da
adicdo de quatro bases trifosfatadas Desoxiademasifosfato — (dATP),
Desoxicitidina trifosfato (dCTP), Desoxiguanosinaifosfato (dGTP) e
Desoxitimidina trifosfato (dTTP), necessarios parformacdo da nova fita de
DNA;

c) Uma enzima (DNA polimerase) termoestavel, respais@ela extensdo e
formacgao da nova fita de DNA;

d) fons magnésio (MJ);

e) Tampao.

Apoés acrescentar o DNA a ser estudado, estes iteagseerdo incubados em um
equipamento chamado termociclador, passando ptwscite diferentes temperaturas, e
amplificando o DNA do agente de interesse quandseurte.

A PCR convencional é realizada em trés etapasidegetompostas em média por 25 a
35 ciclos, sob uma temperatura 6tima para sua neicéncia. As etapas desta técnica
consistem nas seguintes:

1) Desnaturacdo do DNA, quando se separa a duplaléi DNA, a 90 - 95 °C de

temperatura;
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2) Anelamento dos iniciadores ao DNA molde, quergca uma temperatura em geral
entre 50 a 70 °C, de acordo com o conjunto deaithices utilizados;

3) Extensao dos iniciadores, que corresponde @sginla nova fita de DNA pela enzima
DNA polimerase, usualmente a realizada a uma tetyrer de 72 °C (RODRIGUES;
SILVA; SIQUEIRA, 2006).

O produto final da reacdo de PCR é chamadaamelicon que consiste em um
fragmento de DNA fita dupla cujas extremidades d&finidas pela extremidade 5 de cada
um dosprimers e cujo tamanho é dado pela distancia entre os osesMvisualizacdo do
ampliconé dada através da realizagdo de uma eletroforesgebde agarose, contendo um
corante fluorescente de DNA, como o brometo deicgtid posterior visualizagdo em
transiluminador de luz ultravioleta (RODRIGUES; 8A; SIQUEIRA, 2006).

E importante observar as condi¢Bes ideais de ctragéio dos componentes da reacao,
pois ndo existe um protocolo padrao que possa s®foupara todas as amplificagbes. O
namero de ciclos, a concentracdo dos ions magnégsienzima e do DNA molde, assim
como a temperatura de anelamento e a concentracjurichers deve ser cuidadosamente
ajustada para cada tipo de reacédo (BASTIEN; PROGRBEFSCHL, 2008).

Outro fator fundamental no preparo das reacdegesigonado a fonte da qual o DNA
sera extraido. Durante o processo de extracdo db, Délve-se considerar a introducdo ou a
presenca de inibidores que possam vir a interfairagdo da DNA polimerase. Entre os
inibidores estdo substancias como o grupo heme edaodiobina, assim como 0s que
geralmente séo introduzidos no processo de coletxtracdo do material bioldgico como o
fenol e o cloroférmio (que podem inibir a acdo erdica); a proteinase-K (pode degradar a
DNA polimerase); o EDTA e a heparina (quelantesidas magnésio) (SAMBROOK et al.,
1989).

A acuracia (sensibilidade e especificidade) desst testa diretamente relacionada ao
conjunto deprimers utilizados para a amplificacdo do DNA alvo, ao néoneée cépias do
DNA a ser amplificado, ao método de extracdo de Bds£olhido, ao tipo de material a ser
analisado e ao protocolo de PCR utilizado (BASTIPROCOP; REISCHL, 2008).

A técnica Nested-PCR (NPCR) é uma variacdo da RlbRenicional realizada em duas
etapas consecutivas de amplificacdo, na qual odup® da primeira PCR (amplificados
utilizando um par derimers externos) servem como alvo para um segundo conjdato
primers denominadosprimers internos. Esta segunda reacdo aumenta a serwilalie
especificidade da técnica, e tem sido recomendada ¢ deteccdo de alvos em amostras
bioldgicas que apresente escassez de DNA (ERLIGHLFAND; SNINSKY, 1991).
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O desenvolvimento de testes moleculares de PCR paraliagnéstico da
esquistossomose ganhou importancia nos ultimos &oos uma resposta a elevada
sensibilidade e especificidade dessa técnica emaxael aos métodos tradicionalmente
utilizados para determinar a prevaléncia da infeec@ transmissédo d@&chistosomapp em
estudos de campo (GOMES; ENK; RABELLO, 2014).

2.1.1 Diagnéstico Molecular d& mansonem Caramujos

O primeiro relato de aplicacdo da técnica de PQR paliagndstico d8. mansonem
caramujos foi feito por Hamburger et al. (1987)teEsautores clonaram e caracterizaram uma
sequéncia de DNA d8. mansoniepetida em Tandem, com um tamanho de 0,64kbndera
uma sonda para aplicacdo em um Southern Blot, lplitssido a deteccdo de 1ng de DNA de
S. mansoniPorém esta sonda ndo se mostrou especifica paranSoni, pois hibridizou com
DNA de S. haematobiunfHAMBURGER et al., 1987, 1991). Contudo, devidoéanica
possuir um protocolo complexo, ela ndo passou atdeada em estudos epidemioldgicos ou
para a identificacdo do parasita (DIAS NETO et1893).

Jannotti-Passos et al. (1997), utilizando como alva regido repetida em tandem do
DNA mitocondrial deS. mansoniconseguiu demonstrar a eficiéncia de uma PCRad& b
estringéncia (Low Stringency PCR) em detectar uadh de 62pb. A sensibilidade dos
primers estudados foi de 1pg, o que equivale ar&8andieos por caramujo, detectando DNA
de S. mansonem caramujos no periodo pré-patente (a partir diasapos infeccao) ou apds
24 h de sua morte, além de apresentar 100% deifesdade quando testada com DNA de
outras espécies de cercarias. Adicionalmente, tiwemutestaram uma Multiplex-PCR que
também foi especifica paa mansonfJANOTTI-PASSOS et al., 1997).

Hanelt et al. (1997) desenvolveram uma Nested-P&R @ diagndstico de caramujos
infectados, utilizando como alvo a subunidade 18 ®NA ribossdmico (rDNA) e relataram
uma sensibilidade de 10 fg para o DNASlemansonguando diluido em 100ng de DNA do
caramujo, além de permitir a deteccdo de DNASdemansonem caramujos 1 dia apos
infeccdo. Quando compararam o sistema de PCR covah (utilizando os primers
externos) com a NPCR, observaram uma sensibilidadd % e 92%, respectivamente.

Em outro trabalho, Hamburger et al. (1998a), desleevam uma PCR baseada em uma
sequéncia de DNA de 121pb com regides em tandeameaiite repetitivas e tiveram como
resultado uma sensibilidade de 1,281y de DNA genémico e 100% de especificidade
frente ao DNA deS. haematobiune outras cercarias de trematddeos testadas. Alkso, d
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conseguiram detectar DNA de cercarias mesmo apas ssrem filtradas da agua em um
papel filtro, indicando que a técnica pode selizatila para avaliar sitios de transmisséo de
esquistossomose. Posteriormente, estes autoresaraiih 0 mesmo sistema de PCR para
diagnosticar infeccdo pré-patente em caramujoctedd@s porS. mansoni conseguindo
amplificagbes ao misturarem o DNA de um caramufjectado com o de 40 sadios, ou um
caramujo infectado no meio de 99 sadios quandoadaor a quantidade de primers na reagao
(HAMBURGER et al., 1998b).

Janotti-Passos e Souza (2000) aplicaram a LS-PGé&nhdelvida por Janotti-Passos et
al., (1997) em caramujd®. stramineae B. tenagophilaapos 7 dias de exposicéo a miracidios,
e concluiram que a técnica pode ser utilizada peadiar sitios de transmissdo da doenca
mesmo quando 0s caramujos estdo em periodos Enmétgmt

Caldeira et al. (2004) utilizaram a mesma LS-PCRNQ@TTI-PASSOS et al., 1997) e
detectaram DNA deS. mansoniem carapacas de caramujos do génBramphalaria
infectados em laboratério em até 8 semanas apGste oo caramujo, obtendo também uma
distincdo entre o DNA do parasita e de caramujavés da técnica de RFLP.

Semelhantemente, Janotti-Passos et al. (2006) wdgeram uma Multiplex-PCR para
identificar o DNA de 3 espécies de Biomphalaridligando como alvo a regido transcrita
interna 2 — ITS2) e d8. manson{utilizando como alvo o0 DNA mitocondrial) numa mes
reacdo, conseguindo amplificar bandas distintas geala uma das espécies.

Abbasi et al. (2010) aplicaram a técnica de Amgifgo Isotérmica em Algca (LAMP)
(NOTOMI et al., 2000) para a deteccdo do DNASdenansone S. haematobiumo periodo
pré-patente de caramujos infectados, alcancanddinuite de deteccdo de 0,1 fg de DNA
gendmico e conseguindo detectar caramujos infestado apenas 1 dia apos a infecgéo.
Alguns anos depois, Hamburger et al. (2013) adaptasta técnica para uso em laboratorios
proximos de sitios de transmissdo e testaram acté&a@m caramujos infectados em
laboratério B. glabratd ou naturalmente infectadoB.(pfeiffer), comparando-a com a PCR
convencional e em Tempo Real. A sensibilidade daviPAfoi maior do que a PCR
convencional (0,1fg versus 1fg). O LAMP foi capazidentificar caramujos infectados apos
cinco dias de uma infeccao realizada com apenamiteidios. O quadro 2 apresenta uma
sintese das técnicas moleculares desenvolvidakcadgs para o diagndstico & mansoni

em caramujos.



Quadro 2 - Técnicas moleculares desenvolvidasieaapls para o diagnéstico 8emansonem caramujos. (continua)
Autores Técnicas Regiéo Alvo Amostra Sensibilidade Especificidade
Janotti- Low DNA DNA genbmico de S.| 1pg DNA gendmico; S. mansoni
Passos et Stringency mitocondrial mansoni 7 dias ap6s a infeccdo do
al., 1997 PCR e caramujo
Multiplex PCR
Hanelt et Nested PCR Regido 18S d&aramujos infectados 10 fg para o DNA & | S. mansoni
al., 1997 DNA mansoni;
ribossomal 1 dia de periodo pré-patente;
Hamburger | PCR DNA DNA gendmico de S.| 1,2x10° ng de DNA gendmico| S. mansoni
et al., 19984 convencional | ribossomal mansoniCercarias, 1 caramujo em 40 sadios ou 1
eb Caramujos infectados em 99 sadios (ao dobrar |a
gquantidade de primers)
Janotti- Low DNA B. straminea e B.|7 dias apés infeccdo poMNao se aplica
Passos; Stringency mitocondrial tenagophilainfectados miracidios
Souza, 2000 PCR
Caldera et Low DNA B. glabrata, B. stramine& | Nao se aplica N&ao se aplica
al., 2004 Stringency mitocondrial B. tenagophila infectados
PCR em laborat6rio
Melo et al.,| PCR DNA Caramujos infectadosPCR = 10pg; Schfo 17 e Schre 19> S.
2006 convencional, | ribossomal g experimentalmente; B. | NPCR =1fg; haematobium e S. bovyis
NPCR e| regides glabrata e B. stramineaSTNPCR = 10 fg; NPCR =S haematobium;
STNPCR conservadas | obtidos em campo B. glabrata e B. straminea Unvfo2 e Unvre6 =Echinostomag

coletados em campo — PCH
37.5%,
NPCR = 93.8% e STNPCR
81.3%

RPparaensei, Cercaria minensis,
macrogranulosa C. caratinguensis
S. haematobium, S. bovis,
japonicumeB. glabrata
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Quadro 2 - Técnicas moleculares desenvolvidasieaalpls para o diagnéstico 83emansoniem caramujos.

(dos&o)

Janotti- Multiplex- ITS-2 para 0§ S. mansoni, B. glabrata, B.7 dias apds infeccdo ppMNao se aplica
Passos etPCR caramujos e tenagophila e B. straminea miracideos
al., 2006 DNA
mitocondrial
para S.
mansoni
Abassi  et| LAMP Dral (S.|S. mansoni e $.0,1fg de DNA gen6mico; N&o se aplica
al., 2010 haematobiumn | haematobium 1 dia apds infeccdo por
e Sml-7 &. miracideos
mansonj
Hamburger | PCR Dral (S.| DNA genbmico de S.| PCR convencional: 1fg N&o se aplica
et al., 2013 | convencional, | haematobium | mansonie S. haematobium; gPCR: ndo citado
gPCR el e Sml-7 §.|B. glabrata(infectados em LAMP: 0,1fg
LAMP mansonj laboratério) e B. pfeifferi

(em campo)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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2.1.2 Diagnéstico molecular & mansoném amostras biolégicas humanas

Em um estudo pioneiro, Pontes, Dias Neto e Rab€l002), foram os primeiros
autores a desenvolver e aplicar uma PCR convengiamna o diagnostico d8. mansonem
amostras de soro e fezes humanas, utilizando cbro@aequéncia descrita por Hamburger
et al. (1991). Estes autores utilizaram apenas passos (desnaturacdo e anelamento) na
ciclagem da PCR em lugar dos trés passos habimfasisndo 1fg de sensibilidade para o
DNA de S. mansone 100% de especificidade quando testada frentd\Nsfod2 outros quatro
helmintos Ascaris lumbricoides, Ancylostoma duodenale, Taeswdium, e Trichiuris
trichiuria). Em seguida, compararam a PCR com a técnica tiekétz em amostras de fezes
preparadas em laboratério (misturando fezes pasiter negativas e preparando algumas
diluicdes seriadas), tendo observado que a seadsitbd da PCR foi 10 vezes maior do que a
técnica de Kato-katz. Quando testada em amostriezes e soro de pacientes com diferentes
cargas parasitarias ou negativas, ambos diagndssigzelo Kato-katz, esta técnica molecular
foi capaz de amplificar o DNA somente nas amosteagacientes positivos, sendo o primeiro
trabalho a demonstrar que a PCR é uma técnicaveérséspecifica que pode ser utilizada
como técnica diagndstica da esquistossomose.

NO ano seguinte, 0 mesmo grupo testou o sistenPICéReem amostras de fezes de 194
pacientes provenientes de area endémica, paramgadificacia da cura ap6s dois meses de
tratamento com Praziquantel. Os autores obtiveramhoa concordancia entre as técnicas de
PCR e KK (Kappa = 0,8), sensibilidade entre 96,7R4%, especificidade de 88%-100% e
valores preditivos positivos e negativos de 78,498% e 98,3%, respectivamente. Ao
avaliarem a eficacia do tratamento nessa populdedstudo, os autores constataram menor
taxa de cura pela PCR quando comparada com adaé€Ki¢75,6% versus 87,8%) (PONTES
et al., 2003).

Sandoval et al. (2006) desenharam diferentes pdegarimers (género e espécie-
especificos) para a amplificacdo de cinco espéle&shistosomaincluindoS. mansoniPara
S. mansoniforam testados trés paresmtémers CF1/CR2, CF2/CR2 e SmF/SmR. Os limites
de deteccao para psimersfrente ao DNA gendmico d&. mansonforam de 0,98 pg para o
CF1/CR2, e 1,9 pg, para CF2/CR2 e SmF/SmR. Quasiados em amostras de urina, as
sensibilidades encontradas foram de 94,4% paraléCGR2, 66% para CF2/CR2 e 100% para
0 SmF/SmR.

Os primers CF1/CR2 e CF2/CR2 séo género especHi@maplificaram produtos para

todas as cinco espécies Slehistosoméestadas, enquanto quegnersSmF/SmR, além de
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amplificarem DNA gendmico d&. mansoniamplificaram uma banda fraca e de tamanho
menor paraTrichinella spiralis. Quando testados em urina humana, apresentou uma
especificidade de 98,9%, tendo-se verificado unult@do falso-positivo em um paciente
infectado porS. haematobiumOs autores calcularam uma sensibilidade de 3Papg as
amostras de urinas humanas, considerando a predemngaidores de PCR e a perda de DNA
durante a extracdo. Este foi o primeiro trabalhe damonstrou qu&. mansonpode ser
diagnosticado através da PCR em DNA extraidos oea dtumana. (SANDOVAL et al.,
2006)

Sadek et al. (2008), utilizaram a PCR descritaHamburger et al. (1998) para detectar
DNA em amostras de soro humano e comparando costeagdio de anticorpos pela técnica
de Hemaglutinacdo Indireta (IHAT), analisando amitgas em quatro grupos diferentes:
pacientes com a forma intestinal ativa; pacientes historia pregressa de esquistossomose;
pacientes com outras parasitoses e individuos geisd&ntre os pacientes com infeccao
ativa, a PCR apresentou resultados satisfatoriogedamgdo a sensibilidade (97,2% versus
77,8%), especificidade (100% versus 85,7%), VPR¥d 0ersus 84,8%), VPN (98,2% versus
78,9%) e acuracia (98.9% versus 81,6%). Além disslbjAT apresentou sensibilidade de
90% para o grupo 2 e 25% para o0 grupo 3.

Gomes et al. (2009) modificou o protocolo propogts Pontes et al. (2002) para
trabalhar em amostras de fezes. As modificacbesnfaro método de extracdo, o qual passou
a se utilizar um kit de extracdo, uso da uracil Dilgcosylase (UDG) para prevenir uma
contaminacgdo, e a adicdo de um controle internextiecdo. Como resultados, os autores
encontraram um limite de deteccéo de 3fg e uma raddecorrelacéo (indice kappa = 0,511)
com o KK. A sensibilidade e especificidade forancuiadas de duas formas: considerando o
KK como padrdo outro (sensibilidade da PCR de 928%specificidade de 61.5%) ou
considerando o paciente infectado quando apresqmieilividade em uma das técnicas,
somadas a uma especificidade de 100% para ambtsstes (sensibilidade de 95,3% e
especificidade de 100%).

Wichmann et al. (2009) estudaram uma técnica dd-tkea PCR em plasma de
pacientes, obtendo positividades de 100% antesratantento e de 33,3% de apos o
tratamento.

Enk, Silva e Rodrigues (2010) estudaram um métadib é barato para extrair DNA da
urina humana artificialmente preparada, apresentd% de reprodutibilidade quando
adicionaram 20 ng DNA em 5 ml de urina e uma poddde de até 1,28 pg de DNA/mL. Os
primersutilizados foram os mesmos de Pontes et al. (2002)
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Gomes et al. (2010) desenvolveram e avaliaram Ui [PLISA para o diagnostico de
diferentes espécies @&ehistosomaas fezes, com 0os mesmos primers de Pontes(20@R),
apresentando um limite de deteccdo de 1.3 fg de B&IB. mansonio equivalente a 0,15
ovos deS. mansonpor grama de fezes, uma sensibilidade de 97,4%pecifisidade de
85,1%.

Oliveira et al. (2010) avaliaram a PCR como umaafeenta adicional no diagndstico
de S. mansoniem amostras de fezes de individuos com uma bairga cparasitaria.
Utilizaram os protocolos de Pontes et al., (2003padoval et al. (2006) com modificacdes.
Quando testados em amostras de fezes sabidameydévas adicionadas de diferentes
guantidades de ovos (1, 5, 10, 15, ou 25 ovoS.deansonj os dois sistemas apresentaram
resultados positivos. Os primers de Pontes e2@02) conseguiram detectar 25/34 (73,5%)
amostras, enquanto que os primers de Sandoval €2Cfl6) detectaram 28/34 (82,4%).
Ambos foram 100% especificos quando testados com @Ndoadores sadios.

Haggag e Abdullah (2011) modificaram a PCR des@aa Hamburger et al. (1991)
retirando a etapa de extensdo durante os 35 cal®CR e avaliaram em amostras de fezes e
soro humanos. A sensibilidade dmsmers foi de 1fg de DNA e quando testada frente ao
DNA de outros helmintosA{ lumbricoides A. duodenalgT. solium e T. trichiura) n&o
apresentou nenhuma amplificagdo. Quando comparawchaoc KK em amostras de fezes
preparadas artificialmente, a PCR apresentou unhanelesempenho, amplificando as
amostras que continham uma quantidade estimadd@je22,6 e 2,16 opg, enquanto que o
KK amplificou apenas as duas primeiras amostraantificando erroneamente a segunda
como contendo 48 opg. Além disso, a PCR conseguplifcar DNA extraido de fezes de
seis individuos sabidamente positivos e com difeengargas parasitarias, bem como para
trés amostras de soro testadas. Nenhuma amosatvaegpresentou amplificacao.

Carvalho et al. (2012) avaliaram a PCR desenvolpmaPontes et al. (2002) em 219
amostras de fezes provenientes de duas localidedbaixa endemicidade em Minas Gerais,
utilizando o KK como padréo-ouro. As taxas de pasdihde foram de 7,3% para o KK e de
34,7% para a PCR. Quando consideraram a espeadiidle 100% para as técnicas
(individuo considerado infectado se for positivagpama das técnicas), a sensibilidade
observada para o KK foi de 20,8% e para a PCR g@@&btendo um indice kappa de 0,234
(baixa concordancia).

Enk et al. (2012) utilizaram gwimersde Pontes et al. (2002) para avaliar a acuracia e
aplicabilidade da PCR em detectar DNARlemansonna urina de pacientes. Utilizaram um

padrdo ouro composto (KK + gradiente de salina leséo de miracideos). Apresentaram
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sensibilidade de 100%, especificidade de 91,2%, 8%8% e VPN 100%, com uma acurécia
de 94,3% e excelente concordancia entre o padnioeoa PCR (indice Kappa = 0,8806).

Espirito-Santo et al. (2012) avaliaram um protocdéo reamplificacdo de PCR para
detectarS. mansonem amostras com baixa carga parasitaria (mend®@epg). Todas as
diluicdes testadas (5, 10, 20, 30 e 50 ovos/mLpnoramplificadas e a sensibilidade
observada foi equivalente a cinco ovos/500mg desfertificialmente preparadas.

Tentando identificar DNA deS. mansoniem amostras de fezes de individuos
provenientes de um municipio de baixa endemicidaaleCeara, Carneiro et al. (2013)
modificaram a PCR descrita por Pontes et al. (202 consistiu na troca de uma base no
primer reverso, e encontraram uma positividade 8%% (13/19) dos casos que tinham um
teste parasitologico positivo (KK, Helmintex ou @iente salino), enquanto que o KK foi
positivo em 31,6% (6/19) casos. Ao testar a PCRaemostras de pacientes negativos @ara
mansonie positivos para outros helmintos, a PCR apreseataplificagdo em amostras de
dois individuos conf. trichiurae um individuo conientamoeba histolytiddispar.

Lodh et al. (2013) compararam a eficacia do KK, CEACR em diagnostice.
mansoniem 89 amostras humanas. Antes da etapa de exttad@hA, as amostras de urina
foram submetidas & um processo de filtracdo eml figtp@ Os primers utilizados foram os
mesmos descritos por Pontes et al. (2002). Derdrdrés técnicas estudadas, a PCR
apresentou os melhores padrées (100% de sendila)idespecificidade, VPP e VPN),
enquanto que o KK apresentou uma sensibilidaderée Bspecificidade e VPP de 100% e
VPN de 23%, e o CCA teve sensibilidade de 67%, afspidade de 60%, VPP de 93% e
VPN de 19%. Além disso, a PCR também foi a maisisehem determinar a prevaléncia da
doenca (89%), comparada ao KK (51%) e CCA (60%).

Wichmann et al. (2013) realizaram um estudo muititéo em individuos que viajaram
recentemente a paises endémicos para a esquistsgsomansonica e que apresentaram febre
e eosinofilia. Os autores compararam 0s resultatibseste parasitologico (KK) com
sorologia (ELISA e Imunofluorescéncia) e teste rmuler (QPCR) desenvolvido pelo grupo
de pesquisas (WICHMANN et al., 2009). A gPCR fgpaa de amplificar DNA presente no
soro de 95% (35/37) dos pacientes, seguido petdogga (72%) e pelo parasitoldgico (25%).

Espirito-Santo et al. (2014) avaliaram a qPCR ernstras de fezes e soro humanos
coletadas de moradores de uma regido de baixa @idade localizada no Rio de Janeiro,
Brasil, comparando esta técnica com dois métod@sipalogicos: o Kato-Katz e o Hoffman,
Pons e Janer (HPJ). Os resultados obtidos forat98é (n =5/572) para os parasitologicos;
9,6% para a qPCR nas fezes (n =55/572) e 1,4%ap@PLR no soro (n =8/572). Observou-
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se uma baixa concordancia entre as técnicas padgsitas e moleculares. Baseados nestes
resultados e considerando como individuo infectagizele que apresentou pelo menos um
teste positivo, os autores estimaram para a qPGRfemes uma sensibilidade de 80%,
especificidade de 92,4%, VPP de 8% e VPN de 99@&3quanto que a gPCR no soro
apresentou 20% de sensibilidade, 98,8% de espdaifie, 12,5% de VPP e 99,3% de VPN.

Lodh et al. (2014) utilizaram a PCR descrita pantBs et al. (2002) e por Hamburger et
al. (2001) para detectar o DNA d8. mansonie S. haematobiumrespectivamente,
comparando com a técnica de KK (p&amansonie a presenca de hematuiria (p&a
haematobium Eles submeteram as urinas de 86 pacientes amonegtodo de filtracao
utilizado pelo grupo anteriormente (Lodh et al. 120 e obtiveram uma sensibilidade de 99%
para as PCR d8. mansonil00%S. haematobiuni76% para o KK e 30% para a hematuria.
O VPN calculado foi de 92% para PCR Slemansonil00% para PCR d&. haematobium
38% para o KK e 25% para a hematuria. Todos apiaasen 100% de especificidade e VPP.

Abdel-Hafeez et al. (2015), seguiram o protocoloPdER descrito por Pontes et al.
(2002) para diagnosticar DN3. mansoném amostras de fezes de individuos que estavam na
fase aguda ou cronica da doenca, e comparou dsatEsiobtidos com a técnica de KK. O
namero de pacientes positivos pelo KK foi de 1380) para individuos na fase aguda e de
6/70 (8.6%) para forma cronica. Enquanto isso, R Bresentou uma sensibilidade de 90%
(45/50) para a fase aguda e de 97,1% (68/70) ptrseacronica da doenca. Adicionalmente
as duas técnicas foram testadas em amostras dedimB sadios e todos apresentaram
resultados negativos para ambas.

Férrer et al. (2015) também utilizaram a PCR dies@or Pontes et al. (2002) para
detectar DNA dé&. mansonem fezes déamstere em amostras de soro de 86 pacientes com
diagndstico imunoldgico positivo. Ao otimizar a PCRs autores obtiveram uma
sensibilidade de 10ag, menor do que a encontradBgues (1fg) e equivalente a menos de
um OPG. A especificidade dos primers foi testagatér ao DNA dd-asciola hepaticaT.
solium T. saginata Toxocara canisTrypanosoma cruziLeishmania chagasiToxoplasma
gondii e DNA humano e nenhuma amplificacdo foi observ@izs 86 pacientes testados,
apenas 2 foram positivos pela PCR.

Meurs et al. (2015), avaliaram uma Multiplex-gPCRgpidentificar e quantificar DNA
de Schistosoma&pp. em amostras de fezes de 197 pacientes proteido Senegal e 760
pacientes do Kenya. Esta PCR tem como alvo o [88-8. mansoniS. haematobiune S.
intercalatum A microscopia apresentou uma sensibilidade vartadto para a populacéo do

Senegal (57,4-68,5%) quanto para a populacao doaKéh9,2-29,5%), dependendo do
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namero de amostras analisadas, enquanto que ad?@Rlizada em apenas uma amostra por
paciente e conseguiu amplificar DNA 8emansonem 72,6% das amostras provenientes do
Senegal e de 32,4% para as amostras do Kenya. @sdamostras de pacientes com carga
parasitaria d&. mansonelevada foram positivas pela PCR, enquanto queesjaem carga
moderada variaram de 83-97%, e 0 grupo com baixgacapresentou 79-87% de
positividade.

Sady et al. (2015), tentaram detectar e difererffianansonde S. haematobiunem
amostras de fezes e urina, analisando a curvaeltngde alta resolucdo de uma gPCR que
tem como alvo uma regiao do gene mitocondrial baisidade | da citocrome oxidasmx1).

A gPCR foi 100% especifica quando testada com DEAutros parasitos e apresentou uma
sensibilidade de 0,1pg quando testada com o DNAmg@o deSchistosomaAmostras de
400 criancas foram analisadas através da micrasedi27 (31.8%) foram positivas para
esquistossomose, sendo 95 (23.8%) diagnosticadas dorma urogenital (através da urina),
37 (9.3%) com a forma intestinal (através das jeee8.9% co-infectadas com as duas
espécies dé&chistosomaDuas PCRs convencionais e uma gPCR foram aplicadasas
amostras, todas amplificando regides da cox1 eseptando sensibilidades de 82%, 91% e
100% nas amostras de urina e 83,8%, 91,9% e 100% @s amostras de fezes.
Adicionalmente, quatro amostras de urina negaieda microscopia e duas de fezes foram
positivas pela gPCR. Por conta disso, as PCRs noiorais apresentaram especificidade e
VPP das PCRS de 100%, enquanto que o VPN foi & 98,7% par&. haematobiure de
98,4-99,2% par&®. mansoniJa a gPCR apresentou especificidades de 98.7%8%9% um
VPP de 95.9% e 94.9% pdtahaematobiura S. mansonirespectivamente, com um VPN de
100% para ambas.

Com o objetivo de comparar e avaliar trés méetodosxdracdo de DNA de amostras
humanas (Salting out/resina, fenol-cloroférmio € domercial de extracdo), Sarhan et al.
(2015) aplicaram a PCR desenvolvida por Pontes ermostaas de soro e urina de um
individuo sadio que foram artificialmente infectad@mS. mansonibem como em amostras
de 20 individuos sabidamente positivos. Como radaltles verificaram que o Kit comercial
foi o Unico que conseguiu 100% de positividade ppraquer tipo de amostra testada. Ja o
método de Salting out/resina, apresentou 100% d#iypdade apenas para as amostras de
urina, as de soro apresentaram 83,4% quando pdagaastificialmente e 75% nos pacientes.
Os resultados da extracdo de fenol diferiram doSalgng/out apenas nas amostras de soro
proveniente de pacientes com 60% de positividagesar disso, a extracdo realizada pelo

método de Salting out/resina foi o que apresentmelhor performance diagndstica para as
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amostras de urina artificialmente preparadas (dersndo a densidade média dos produtos
de PCR dosados apds a extracdo), seguido pelo endodenol-cloroférmio e por ultimo
pelo kit. O fenol cloroférmio foi 0 melhor métodara as urinas obtidas de pacientes, seguido
pelo salting out/resina. Nas amostras de soro tedes artificialmente, o kit apresentou a
melhor performance, ficando a resina em segundir lu@ nas amostras de soro de pacientes,
o kit apresentou o pior resultado e os outros h@itdos apresentaram a mesma eficacia.

Schunk et al. (2015) avaliaram se o uso de “caffiess” sdo Uteis para simplificar a
coleta e 0 armazenamento de amostras de fezesppsaterior deteccdo do DNA d8.
mansonipor qPCR. A sensibilidade dos primers, quando desean DNA gendmico d8.
mansonj foi igual ou menor que 106pias do DNA. Em relacdo as amostras, 0os autores
pegaram uma diluicdo de fezes em salina conten@oo26s/ml, realizaram uma diluicdo
seriada de fator 4 (65 ovos/ml, 16 ovos/ml, 4 awhsl ovo/ml e 0.25 ovos/ml) e aplicaram a
gPCR no DNA extraido a partir de 100ul de cada dessas diluicdes ou apos 100ul das
diluicbes terem passado pelos cartbes fecais alatesxtracdo. Para as amostras extraidas
diretamente, o limite de deteccdo da gPCR foi dedlros/mL, enquanto que o limite de
deteccdo para as amostras passadas pelo cartBfofez64 ovos/mL. Ao avaliar amostras
de fezes de 55 moradores de area endémica, o Kéegoiu diagnostices3,6% (35/55) das
amostras, enquanto que a gPCR foi capaz de diacpo38 (94,3%) e 32 (91,4%) casos no
DNA extraido diretamente ou com os cartdes fecaspectivamente.

Finalmente, Siqueira et al. (2015), utilizaram difeges métodos parasitoldégicos e uma
PCR-ELISA para o diagnéstico e avaliacdo de curaaerostras de fezes de 201 individuos
provenientes de area de baixa endemicidade. Acgae KK foi estudada analisando
diferentes quantidades de laminas, obtendo 16 amsqgsositivas (8%) ao utilizar 2 laminas,
29 (14,4%) com 12 laminas, ambas da mesma amedifia(28,9%) ao se analisar 18 laminas
(obtidas ao coletar 4 amostras de fezes do mesdigidoo). 32 (15.9%) amostras foram
positivas pelo TF-Test® e 47 (23,4%) pela PCR-ELI8Aaxa de cura avaliada pelo KK foi
de 100% ap6s 30 e 90 dias de tratamento, e de ¥#)d4%0180 dias. Ja para o PCR-ELISA, as
taxas foram de 98,5%, 95,5% e 95,1% apods 30, B0 elids, respectivamente.

E importante destacar que os métodos moleculagepadem substituir completamente
o KK. Eles devem ser simplificados e possuirem omabnor custo-efetividade, possibilitando
0 uso da técnica em larga escala. A aplicacédo slesétodos em areas endémicas ainda é
limitada por necessitar de laboratérios bem equipae técnicos capacitados para sua
realizacdo e para minimizar a possibilidade de ltados falso positivos devido a

contaminagdo. Adicionalmente sdo necesséarios metel@xtracdo de DNA mais simples e
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custo-efetivas que contribuam para um barateaméattécnica em relacdo aos métodos
diagnosticos convencionais da doenca (HE et allgR0Além disso, devido & um baixo

retorno financeiro para as diversas empresas do diagnostico, 0s investimentos nestas
técnicas estdo cada vez menores e descontinuasdtazom que haja uma lentiddo no

desenvolvimento e consequente aplicacao destasde{PEELING; NWAKA, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar sistemas Nested-PCR para o diagndsticoSdemansoniem caramujos e

amostras biolégicas humanas (sangue, urina e LCR).

3.2 Objetivos especificos

a) Otimizar os sistemas de PCR simples (quatro) eedeBCR convencional (duas)
para a deteccdo de DNA 8e mansoni

b) Analisar a especificidade dpsimersfrente a cercaria de ave e caracterizar a espécie
atraves da técnica de RFLP.

c) Estimar a sensibilidade, especificidade, valor ke positivo, valor preditivo
negativo e acuracia do sistema de NPCR1 em amatdriguido cefalorraquidiano
de pacientes com quadros suspeitos de mielitestegsomotica;

d) Analisar a sensibilidade e especificidade da NPERZamostras pareadas de sangue
e urina e sua concordancia entre as amostrasvasselo teste de Kato-katz

e) Avaliar a sensibilidade e especificidade da NPCRZamostras pareadas de sangue e
urina de individuos néao infectados p8laMansoni

f) Avaliar a sensibilidade e especificidade do sisttNPLR2 em lotes de caramujos

infectados experimentalmente.
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4 MATERIAIS E METODOS

O estudo compreendeu duas etapas: uma de otimidacsistemas de PCR simples e
Nested-PCR e outra de avaliacdo do desempenhoogosistemas Nested-PCR em amostras
humanas e de caramujos. A acuracia da NPCR1 ftadgaem amostras de LCR, enquanto
que a NPCR2 foi utilizada para avaliar a preserg;®NA deS. mansonem amostras de

sangue e urina humanos e de caramujos.

4.1 Otimizagéo das PCRs

Para o desenvolvimento do sistema de Nested-PGRimfanicialmente otimizadas
quatro PCRs simples utilizando DNA purificado & mansoni Em seguida, foram

desenvolvidos os ensaios de padronizacao da NE§tBdeonvencional.

4.1.1 Extracéo e purificacdo do DNA genémicdsdenansoni

Os vermes adultos d8. mansoniforam cedidos pelo Servico de Referéncia de
Esquistossomose (SRE) do Centro de Pesquisas Adagaihdes (CPgAM/FIOCRUZ) e sua
extracdo de DNA foi realizada utilizando o métoedehol-cloroférmio (SAMBROOK et al.,
1989). Posteriormente, esse DNA foi quantificadawats do equipamento Nanodrop 2000c
(ThermosScientific) e utilizado para preparacdo deawcurva de diluicdo seriada (0,5ng -

0,05fg) para avaliar o limite de deteccao dos siatede PCR.

4.1.2 PCRs Simples

Foram otimizados quatro ensaios de PCRs simple®statilizandoprimers que
amplificam a regido 18S do DNA ribossdémico (DNAg 8. mansoni(i) primers Unvfo2

(senso: TGGAGGGCAAGTCTGGTG) e Schrel9 (anti-senso:
CTAAACGAGCACAGAGGACQC); (i) primers Schfol7 (senso:
GTGCTGGTGGGTTGACGAGTTC) e Unvre6 (anti-senso:
GGTGAGTTTTCCCGTGTTGAGT); (i) primers Schfoll (s
GTTACGATCAGGACCAGTGT) e Unvrel6 (anti-senso:

CCGGACATCTAAGGGCATCA); e por ultimo (iv) os primersSchfol7 (senso:
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GTGCTGGTGGGTTGACGAGTTC) e Schrel9 (anti-senso:
CTAAACGAGCACAGAGGAC) (MELO et al., 2006).

As PCRs foram otimizadas testando-se diferenteserracées de primers (1, 5, 10,
20 e 50 pmols) e de magnésio (0.8, 1.0 e 1.5 mMiistura reacional foi composta por KClI
50mM, Tris — HCI 10 mM, pH 8.3, dNTP 0,2 mM (Ameash Pharmacia Biotech Inc, USA),
e 2,5 unidades de Tag Platinum DNA polimerase {logen). Todas as reac¢des continham
agua como controle negativo e foram realizadas mnvalume final de 50 pL. A ciclagem

para cada par de primer segue como descrito norQ@ad

Quadro 3 — Primers e ciclagem dos sistemas de BiGfiR¢es

Primer DesnaturacdoDesnaturacdo| Anelamentp Extensiio ExtensaRiclos
Inicial final

Unvfo2 e 65°C por 1

Unvre 19 minuto

Schfo 11 €

Unvre 16 92°C por 5| 92°C por 30 75°C por| 72°C por| 30

Schfo 17 ¢ minutos segundos 56°C por 1| 1 minuto | 5 minutos| ciclos

Unvre 6 minuto

Schfo 17 ¢ 58°C por 1

Schre 19 minuto

Fonte: Elaborado pelo autor

4.1.3 Nested PCR convencional (NPCR)

Os quatro sistemas de PCR simples foram combinadioduas reacfes sequenciais
diferentes, caracterizando as Nested PCRs (Qugdrs4condi¢cOes de ciclagem utilizadas
para as duas NPCRs foram as mesmas utilizadasapaPiCRs simples descritas no item
anterior.

Quadro 4 - Formacao das Nested-PCR de acordo cpnnosrs

Nested-PCR Primersexternos/internos
NPCR1 Schfo 11 e Unvre 16/ Schfo 17 e Schre 19
NPCR2 Schre 19 e Unvfo 2 /Schfo 17 e Unvre 6

Fonte: Elaborado pelo autor

Foram testadas as concentracdes 50, 40, 30, 2@, 4@,pmol de primers externos.
Enquanto que, para os primers internos, foramdastas concentracées de 20 e 50pmols.
Dois microlitros do produto amplificado pelos primexternos serviram como molde para os

primers internos.
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4.1.4 Andlise da sensibilidade e especificidadestkismas de PCR

Para avaliacdo da sensibilidade (limite de detgcdas primers foi construida uma
curva de diluicdo a partir de quantidades conhscdia DNA gendmico purificado ds.
mansonj efetuando-se diluicbes seriadas de fator 10 egsirstes concentragdes: 0,5 ng/ul,
50 pg/ul, 5 pg/ul, 0,5 pg/ul, 50 fg/ul, 5 fg/ulpdg/ul, 0,05 fg/ul, objetivando saber qual a
menor concentracdo de DNA que as técnicas foramzeapde amplificar. Foram utilizados 2
ul de cada concentracgéo.

A especificidade doprimersutilizados nos sistemas de NPCR foi testada utitioa
DNA genbémico de cercarias de ave, identificadasnamwoscépio por um técnico experiente
do Servico de Referéncia em Esquistossomose dadCdat Pesquisas Aggeu Magalhdes
(SRE/CPgAM-FIOCRUZ). A extracao e purificacdo de AMas cercarias de ave foram
realizadas com o kit comercial ILLUSTRA Tissue&sejenomicPrep mini spin KIT (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK), seguindo as regutacbes do fabricante. Dois
microlitros do obtido DNA foram utilizados para eagistema.

Adicionalmente, estes produtos de PCR foram subioef testes de Sequenciamento
e de RFLP Restriction Fragment Lenght Polymorfismom o intuito de auxiliar na distingéo

entre as espécies.

4.1.4.1. Reacdo de Sequenciamento

Os produtos de PCR obtidos ap6s a amplificacdo cdssarias de avdoram
purificadas segundo as condi¢des recomendadagipglizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega Corp., Madison, WI) e submetidasjaenciamento.

As reacdes de sequenciamento de DNA foram reabzadaNucleo de Plataformas
Tecnoldgicas (NPT) do Centro de Pesquisas AggeuaMags — Fiocruz/PE, com o Kit
comercial ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequiegcv 3.1 Ready Reaction (Applied
Biosystems®), de acordo com as recomendacfes dodate, e processados no equipamento
ABI 3500xL Genetic Analyser (Applied Biosystems).

Para a reacéo, foram utilizados os seguintes coempes : 1 pl do primer 19/2 (3,2
pmol/ul), 0,5 pl de Bigdye® Terminator v3.1, 1 1@ @ampé&o de sequenciamento 5x (Tris-
HCI, pH 9.0 200 mM, MgCI2 5 mM), 1 pl do produto BER purificado (20 ng/uL) e 4gua
MilliQ 10 pl g.s.p. O programa de amplificacdo sega seguinte ciclagem: 1 ciclo a 94° C
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por 2 min, seguidos de 40 ciclos de 94 °C por 150<C por 10 s e 60 °C por 4 min. Para
cada amostra foram realizadas 2 reacfes, send@araao primer forward e outra para o
reverso. Apos amplificacéo, foi realizada a puaigi&o/precipitacdo de DNA: ao volume total
da reacdo de sequenciamento (19 foi adicionado 2,5uL de EDTA (125mM, pH 8,0) e
25uL de etanol 100%. Apo6s mistura em vértex, adedqi centrifugada a 3700 rpm por 45
minutos. O precipitado da reacédo foi lavado com pIOde etanol 70%, seguido de
centrifugacdo a 3700 rpm por 10 minutos. Apds demca sobrenadante, o precipitado foi
solubilizado em 1@L de Formamida Hi-Di (Applied Biosystems) e aplioatb sequenciador
automatico.

Os dados gerados do sequenciamento das amostaas $olbmetidos a ferramenta
BLAST (Basic Local AlignmentSearchTool) e comparados as sequencias armazenadas no
GenBank, um banco de dados publicos do Nationate€Céor Biotechnology Information -
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) querezena e fornece dados de sequéncias
de DNA de aproximadamente 260 mil espécies (BEN8OA., 2013).

4.1.4.2 Analise de fragmentos polimoérficos por graa de restricio

Para auxiliar na distincdo entre ® mansonie a cercaria de ave, utilizamos
inicialmente o programa ApE plasmid, um editor dasmideos que permite fazer uma
digestao virtual do DNA avaliando os sitios de eaté diferentes enzimas de restricdo em
uma sequéncia de DNA alvo e demonstrando o sel@@adie bandas resultantes. Este
programa foi aplicado nos contigs gerados no saedmmento para as duas espécies de
cercérias estudadas e o padrdo de bandas geradafisado.

Adicionalmente, em laboratorio, os produtos de RIERas cercarias foram submetidos
a técnica de RFLPReEstriction Fragment Lenght Polymorfismjtiizando enzimas de
restricdo para digerir o DNA e formar bandas commatzhos diferentes, permitindo a
distincdo entre as cercarias. Para isso, foraradastas enzimas Hae Il (Invitrogen) e Hhai

(Promega) seguindo as recomendacdes do fabricante.

4.1.5 Analise e registro dos resultados da avalialz sensibilidade e especificidade dos

sistemas

Dez microlitros dos produtos de PCR foram analisadmvés de eletroforese em gel de

agarose a 3% (apenas para os produtos obtidosaapfspa da RFLP) ou 2% (para os
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produtos restantes) com coloracdo pelo brometo titko ede acordo com metodologia
padronizada (SAMBROOK et al., 1989) e/ou utilizarddpL do corante blue green para cada
amostra. As bandas de DNA foram visualizadas emransiluminador de luz ultravioleta e

fotografadas através de um sistema de fotodocug@mta

4.2 Avaliagdo dos sistemas de NPCR

4.2.1 Avaliacdo nas amostras humanas

As Nested-PCRs estudadas foram avaliadas em mtifsreamostras bioldgicas,

conforme indicado na Figura 5.

Figura 5 - Fluxograma da realizacdo das Nested4fSRamostras humanas

NPCR1 NPCR2
LCR (n=50) Amostras Humanas  Caramujos
N 99 Positivas 21 Negativas 5 dias de 21 dias de
20 Positivas 30 Negativas

infecgcéo infeccao

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2.1.1 Selecdo das amostras

As NPCRs foram avaliadas em amostras de LCR, sangna e fezes humanas.

42111LCR

Para a avaliacdo do sistema NPCR1 foram selecisnadwstras de LCR de 50

individuos com quadro suspeito de mielite esqussto®tica, dos quais 20 tiveram
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diagnostico confirmado de esquistossomose comrzsmanifestacdes clinicas (dor toracica
baixa ou lombar, comprometimento motor e disfungdicaria) associados com evidéncia de
inflamacédo no cordao espinhal confirmada pela s@@b LCR e pelo exame da ressonancia
magnética. A evidéncia de exposicao destes indigidschistosomdoi confirmada por um
teste ELISA positivo no soro ou LCR, presenca desovas fezes ou bidpsia retal. Os 30
casos restantes tiveram o diagndéstico de esquistase descartados e foram diagnosticados
com outras etiologias mieliticas. Essas amostreenforiundas de pacientes assistidos na
enfermaria do Departamento de Neurologia do Hdspatédrestauracdo de Recife/PE.

A coleta das amostras de LCR foi realizada em utmdesanterior (“Utilizacdo da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase no diquéthlorraquiano para diagnéstico da
mielorradiculopatia esquistossomotica”) sob respbiislade do MSc. Igor Silvestre
Bruscky. As amostras foram transportadas em geto s¢¢ o Laboratorio de Doencas
Transmissiveis do Centro de Pesquisas Aggeu Magll@DT/CPgAM/FIOCRUZ), onde
foram armazenadas a -20° até o seu processamento.

As amostras foram extraidas e purificadas utitivan kit comercial Illustra blood
genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare, UK), seglo o protocolo recomendado pelo
fabricante. O DNA obtido foi avaliado pela NPCRihotada.

4.2.1.1.2 Sangue e urina

Para a avaliacédo do sistema NPCR2 foram sele@sratostras de sangue e urina de
individuos (n=99) com diagndstico de esquistossemmmfirmado pela técnica de Kato-
Katz, de qualquer sexo e idade, identificados eminguérito realizado pelo Programa de
Enfrentamento as Doencas Negligenciadas (projetdl A, no estado de Pernambuco
(PERNAMBUCO, 2012) e de individuos (n=21) residenéen areas ndo endémicas, sem
histéria de contato com cole¢des hidricas suspeitagontaminagdo poB. mansonie
negativos pelos exames de amostras de fezes pwdari€ato-katz (duas amostras).

Amostras de sangue (5 mL) e urina (50mL) foramtadigs dos individuos apos a
aplicacdo de um questionario para obtencédo demafpdes sobre contato prévio com colecéo
de &guas contaminadas e tratamento anterior pgusgstssomose (Apéndice A e B).

As amostras de sangue e urina também foram pratzessa LDT/CPgAM/FIOCRUZ.
Quando néo foi possivel o processamento imediasoatl@ostras, as amostras de sangue

foram mantidas em geladeira enquanto que as da foriam mantidas a -20°C.
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A extragdo e purificagdo de DNA das amostras dgusaforam realizadas com o kit
comercial ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep Systemroffega), seguindo as
recomendacdes do fabricante.

A extracdo do DNA nas amostras de urina foi fedgbo pnétodo de fenol-cloroférmio
modificado (SILVA et al., 2014). Resumidamente, 5dd_urina foram transferidas para um
tubo falcon de 15mL, acrescidas com o dobro domelde etanol absoluto e centrifugadas a
5000 rpm por 10 minutos. Para cada amostra o saftaete foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 700uL solucdo de lise (NaCl 100mNECI 10mM, pH 8; SDS 0,5%) e
20pL de Proteinase K (20mg/mL). A extracao procetlemesma forma que a utilizada para
0s caramujos, modificando apenas a etapa de ctormfdque foi realizada duas vezes), e a
centrifugacdo (11000 rpm por 1 minuto para as pramestapas e 11000rpm por 3 minutos
para a etapa do alcool isopropilico). O pelletambfoi ressuspendido em 20uL de agua Milli-

Q autoclavada e armazenada a 20°C até a sua aogfiala NPCR2 otimizada.

4.2.1.1.3 Fezes

Amostras de fezes de 21 individuos moradores a@es &@& endémicas foram coletadas
e transportadas até o LDT/CPQAM/FIOCRUZ sob refagé&o, apenas para serem
processadas e analisadas por técnico com experidadiealizacdo da técnica, utilizando o
Coprokit Kato-Katz® (Campinas medical) que foi readlo de acordo com as recomendacdes
do fabricante. para a realizacdo da técnica de-kato e exclusdo da infeccdo pSr
mansoni As amostras dos individuos com diagnéstico cordito de esquistossomose foram
processadas e analisadas no Laboratério do Nuae&sdiuistossomose e Filariose da
secretaria de Saude do municipio de Jaboatdo e afworatério de Controle da
Esquistossomose do municipio Cabo de Santo Agastinh

Resumidamente, uma pequena quantidade de fezestif@ida do recipiente com o
auxilio de uma espatula e colocada sobre uma fighpapel absorvente. Em seguida, uma
tela foi colocada sobre a amostra e comprimida espatula, fazendo com que parte das
fezes passasse através da malha. Em seguida, waifdteado foi coletado e depositado no
orificio de uma placa perfurada posicionada sobre damina de vidro. Apds encher
completamente o orificio e retirar o excesso dedgea placa foi removida e, em seguida, uma
laminula embebida previamente por 24h em solucédevmalaquita foi colocada sobre o
material. Posteriormente, essa lamina foi inveredpressionada com o polegar sob uma

superficie lisa fazendo com que o material se bapaé até obter uma uniformidade do
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material. Por fim, apds um repouso de uma hora empératura ambiente, a lamina foi
levada ao microscopio para leitura e quantificadd® ovos. Foram realizadas duas laminas

por amostra de fezes do paciente.

4.2.2 Avaliagdo nas amostras de caramujo

Caramujos da espécig glabratasabidamente negativos e criados no Laboratério do
Servico de Referéncia em Esquistossomoses do Cedetr®esquisas Aggeu Magalhaes
(CPQAM/FIOCRUZ) foi analisado. Destes, 110 cararmmujdoram selecionados
aleatoriamente, individualmente expostos a 5-1@cfdios deS. mansone incubados em
temperatura ambiente, de acordo com o descritoMalek e Rouquayrol (1986). Estes
caramujos foram divididos em 2 grupos de acordo osndias de infeccdo: 55 caramujos
coletados no 5° dia apés a infeccao e 55 coletal@4° dia apds-infeccdo. Foram numerados
lotes de 1 a 10, contendo um total de 50 caramefosada lote (somando 0os caramujos
infectados e nao infectados). O numero de caramuoijestados em cada lote foi aumentado
gradualmente, iniciando-se com apenas um caramigotado e 49 ndo infectados no 1° lote,
até um total de dez caramujos infectados e 40 mf@otados no 10° lote. Como controle do
experimento existiu um lote adicional (11° loteygpgada grupo contendo 50 caramujos
sabidamente néo infectados, como demonstrado ndrQGa

Quadro 5 — Distribuicdo dos lotes e quantidadesad@mujos positivos e negativos presentes em cada
lote dos grupos 1 e 2.

Lote Quantidade deQuantidade de Total de caramujos
caramujos positivos | caramujos negativos
1° lote 1 49 50
2° lote 2 48 50
3° lote 3 47 50
4° |ote 4 46 50
5° lote 5 45 50
6° lote 6 44 50
7° lote 7 43 50
8° lote 8 42 50
9° |ote 9 41 50
10° lote 10 40 50
11° lote 0 50 50

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.2.2.1 Extracao e purificacdo do DNA dos caramujos

Inicialmente, visando mimetizar a extracdo de DNASd mansonem caramujos.
glabrata, um total de 150 caramujos foram separados em @sttipo Falcon de 50mL
contendo 50 caramujos cada e submetidos a maceutifZando um bastéo de vidro. Apos
esta etapa, foram adicionadas quantidades conkede&l® NA deS. manson{1ng, 10pg e
10fg, respectivamente) e entdo estes foram subosedicextracdo de DNA pelo método de
fenol cloroférmio.

A extragcdo de DNA foi realizada segundo protocoésadito por Sambrook et al.
(1989), com algumas modificacdes. Resumidamente,cavamujos foram macerados,
homogeneizados e suspensos em solucdo de lise (9a&@iIMI; TrisCl 10mM, pH 8; SDS
0,5%) e Proteinase K (20mg/ml). Apds incubacéao &XAurante 1 hora, um volume igual de
fenol foi adicionada a solugcdo, homogeneizada riéegada a 5000 rpm por 7 minutos e a
fase aquosa foi entédo retirada e adicionada em avo tubo. Volumes iguais de fenol-
cloroférmio (1:1) e cloroférmio foram utilizados rEecutivamente para extracdo, sempre
reaproveitando a fase aquosa de uma etapa pae #Astimesmas condi¢cdes de rotacdo e
tempo supracitados foram mantidas. Entdo, apdsrasgjm da fase aquosa da etapa de
cloroférmio, adicionou-se alcool isopropilico gaedadm igual volume e essa mistura foi
armazenada a -20°C overnight. Por fim, essa amé@streentrifugada a 11000 rpm por 1
minuto e o pellet obtido foi ressuspendido em 2nmd &ua Milli-Q autoclavada e

armazenada a -20°C até o seu uso.

4.2.2.2 Processamento e andlise das amostrasaseuias

Para o experimento de mimetizacdo, apenas 2uL da OmMido apos a extracdo de
cada uma das concentragdes (1ng, 10pg e 10fgydbado. J& para o DNA extraido dos lotes
de caramujos, foram testadas diferentes diluicoeSNIA (1:10, 1:100 e 1:1000), onde 2 pL
foram avaliadas. O lote de controle negativo fdizaido para avaliar a especificidade. Todos

esses experimentos foram avaliados utilizando aR#PC
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4.2.3 Analise dos dados

4.2.3.1 Amostras humanas

Realizou-se a andlise descritiva das principaraateristicas dos individuos cuja
coleta de sangue e urina foi realizada, além desscde mielite cujas amostras de LCR foram
coletadas. A carga parasitaria nas amostras de fezenedida pela quantidade de ovos por
grama de fezes (opg) e determinada pelo calcusmaea dos ovos d&. mansonéncontrados
em cada lamina, dividido pelo nimero de laminasnéxadas por pessoa e multiplicado por
24 (KATZ; CHAVES; PELEGRINO, 1972). A carga parasih das amostras foi classificada
em alta (>400 opg), média (100-300 opg) e baix®@<dpg), de acordo com o critério da
Organizacédo Mundial de Saude (2009).

As NPCR otimizadas foram avaliadas utilizando o DN#traido dos fluidos
biolégicos humanos. A realizacdo e interpretacd® msultados do teste foram feitos de
forma cega (sem conhecimento do status de infedg&andividuos) para se evitar o viés do
observador. Foram consideradas positivas as arsosfug apresentaram uma banda
diagnéstica padrdo para o sistema de NPCR (de mamwth o observado na etapa de
otimizagdo) e a auséncia desta banda caractenmaaesultado negativo.

A sensibilidade, especificidade, valor preditivosipwo, valor preditivo negativo e
acuracia da NPCR1 foram determinadas nas 50 armaltraCR em relacdo ao padréo ouro
(relatado na etapa de coleta de amostras).

A sensibilidade da NPCR2 foi avaliada no DNA obtihs amostras de sangue e urina
de individuos positivos pelo Kato-katz. Ja a edpidade foi avaliada nas amostras dos
individuos sem infeccdo (negativos pelo Kato-kedgidentes em areas ndo endémicas e sem
historia de contato com cole¢des hidricas suspagga®ntaminacdo pef mansonj ou seja,
verificou-se a proporgédo de resultados negativae pPCR2. Em seguida, analisou-se a
concordancia entre os resultados da NPCR2 nas @&®qstreadas de sangue e urina dos
individuos com diagndstico parasitoldgico confirmate esquistossomose pelo célculo do
indice Kappa. Valores de indices de kappa menavegué 0,20 foram classificados com
concordancia ruim; fraca, entre 0,21 - 0,40, madkerantre 0,41 — 0,60; boa, entre 0,61 —
0,80 e excelente, quando maior que 0,81 (LANDISCKID1977).
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4.2.3.2 Amostras de caramujo

As amostras foram analisadas de acordo com agddhkido DNA (1:100, 1:100 e
1:1000) obtido a partir da extracdo de cada loteatamujo, sendo considerados positivos
aquelas diluicbes que apresentaram a banda diagnésperada para a NPCR2, e negativas

as que nao apresentaram nenhuma amplificacéo.

4.3 Considerac0es éticas

Os procedimentos utilizados nesta pesquisa obetacer resolucdo do Conselho
Nacional de Saude n. 466 de 12 de dezembro 20&2egulamenta as diretrizes e normas de
pesquisa envolvendo seres humanos.

O projeto contou com o apoio das autoridades ladaisalde e foi aprovado (CAEE:
16096413.5.0000.5190) pelo Comité de Etica em Remgenvolvendo seres humanos do
Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ (Argx@ obtencdo das amostras de
LCR foi autorizada pelo projeto “Utilizacdo da t@ende reacdo em cadeia da polimerase no
liquido cefalorraquiano para diagnostico da mieldiculopatia esquistossomaética” (CAAE:
14308713.4.0000.5198) sob responsabilidade do mastpr Igor Silvestre Bruscky.

4.4 Limitacdes do estudo

4.4.1 Amostras humanas

Como principal limitacdo observada pode-se citiat@ de se ter utilizado apenas uma
técnica diagndstica (Kato-katz) para exclusdo denda nos individuos negativos. Assim,
embora ndo houvesse historia de exposicdo préviapaasito entre os individuos
classificados como livres de infec¢do, ndo é petsifastar definitivamente a possibilidade
de infeccdo pelos métodos parasitolégicos. Essalggna pode gerar resultados que seriam
interpretados como falso-negativos, caso algumedesslividuos estivesse infectado. Além
disso, podemos acrescentar o fato de ndo se teumaninformacao sobre o estagio evolutivo
da doenca, o que pode interferir na acuricia de.t€utra limitacdo observada esta no
namero restrito de amostras de sangue e de urinadildduos sem infeccdo devido a

dificuldade de se obter amostras de pessoas sadias.
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4.4.2 Amostras de caramujos

Quanto a avaliacdo nos caramujos, uma das limsa@dieo fato de néo ter sido
possivel confirmar a infeccdo pela técnica de egfosa luz, que geralmente € realizada apos
os 30 dias de infeccdo, devido ao periodo do @&etdutivo do parasito no caramujo para a
liberacdo das cercarias. Como o exame dos cararfuijosalizado em um periodo inferior a
30 dias, ndo foi possivel se confirmar a infeccds daramujos expostos aos miracideos,

podendo ter ocorrido erros de classificacao diaggaao formar os lotes estudados.
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5 RESULTADOS

5.1 Otimizacéao dos sistemas de PCR simples

As melhores condi¢cdes encontradas para as quatRs Rnples estudadas estao

dispostas no quadro 6.

Quadro 6 — Condicdes de cloreto de magnépiineersdas PCRs simples apds otimizacao

Primers Concentracado de cloreto d€oncentracao deTamanho
Magnésio Primers aproximado
das bandas
Schfol11/Unvrel6 | 1,5mM 10 pmols 941 pb
Schfol7/Unvrel9 | 1,5mM 50 pmols 721 pb
Unvfo2/Unvrel9 1,5mM 5 pmols 926 pb
Schfol7/Unvre6 1,5mM 20 pmols 480 pb

Fonte: Elaborado pelo autor

Os limites de deteccdo encontrados foram de l@gqsprimers11/16, 17/19 e 17/6.
Enguanto que gsrimerse 2/19 obtiveram apenas 10pg de sensibilidadei(@ig).

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose dos ppeddas PCRs simples utilizando diferentes
quantidades de DNA gendmico 8emansoni.

Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: A — Primers Schfoll e Unvrel6. B — Pringaisfol7 e Schrel9. C — Primers Unvfo2 e
Unvrel9. D — Primers Schfol7 e Unvre6. PM - Pestedtdar (100 pb Ladder); 1 — 1ng; 2 — 100pg, 3
—10pg, 4 — 1pg, 5 — 100fg, 6 — 10fg, 7 — 1fg, CBontrole Negativo.

5.2 Otimizacéo dos sistemas de Nested PCR

As concentragfes otimizadas para as Nested PCitsrettadas no quadro 7.
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Quadro 7 — Condicdes de cloreto de magnésio eepsidas Nested PCRs apds otimizacéo

Sistemas| Concentracdo cloreto |déoncentragcao derimers Tamanho
magnésio aproximado das
bandas
NPCR1 1,5mM 10 pmols Primers externos 941 pb
50 pmols Primers internos
NPCR2 1,5mM 5 pmols Primers externos 480 pb
20 pmols de primers interngs

Nota: Elaborado pelo autor

Os limites de deteccao encontrados para as Ne€iRddtam de 10fg para a NPCR 1
e 0,1fg para a NPCR 2. (Figura 7).

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose dos posdias Nested PCRs utilizando diferentes
guantidades de DNA gendémico 8emansoni.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8

Nota: Elaborado pelo autor.
Legenda: A — NPCR1. B — NPCR2. PM - Peso Molec(1&0 pb Ladder); 1 — 1ng; 2 —
100pg, 3 —10pg, 4 — 1pg, 5 — 100fg, 6 — 10fg,17g=-8 — 0,1fg.

5.3. Avaliacdo da Especificidade dos sistemas dedis PCR

Ao testar as duas NPCRs otimizadas observou-sambas amplificaram o DNA de
cercarias de ave porém, na NPCR1, o tamanho daldand mesmo que o d& mansoni
(721 pb), ndo sendo possivel a distincdo entrespécees. No sistema NPCR2, as bandas
referentes a amplificacdo do DNA & mansoniforam de tamanho diferente das demais
cercarias, demonstrando que este sistema é capdifedenciar as espécies de cercarias
estudadas, gerando uma banda de aproximadamenfh4&fraS. mansone 750 pb para a

cercaria de ave (Figura 8).
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose mostrando a espeade das Need PCRs frente ao
DNA de cercaria de ave.

PM 1 2 CN CP PM CP 1 CP CN

721pb

Fonte: Elaborado pelo autor
Legenda: A — NPCR1. BNPCR2. PM- Peso Molecular (100 pb Ladder); 1- cercaria de ave. CP
— Controle Paositivo (1ng de DNA (S. mansoni CN — Controle negativo.

5.3.1Sequenciamento e RF

Os amplicons obtidos pelo sistema de NI2 para a cercariede ave foram
purificados, sequenciados e analisados quanto alls@nga com outras espécies atravé
banco de dados do GenBank (NCBI), obtendo 98% elatidhde com espécies de cerce
ave Qrnithobilharzia canaliculat; Austrobilharziasp.; Austrobillarzia terrigalensi), céao
(Heterobilharzia americar), tartarugas Heterobilharzia americar) ou roedores
(Schistosomatium douth). Também foi observado 97% de identidade parabarsdade
menor de RNAr d&. manso..

Através do programa ApE plasmid possivel observar que as enzimas de rest
gue geram um melhor padrdo de bandas distinguérgis S. mansol e a cercaria de ave
foram aHaelll (Figura 9 e Hhai (Figura 10). Para a enzirktaelll, o programa gerou band
de 386, 88 e 5 pb para a cercidde avee de 419 e 102pb pafa mansol Por sua vez a
enzimaHhai gerou bandas de 365 e 114 pb para a cerde avee apenas uma banda

521pb par&. mansoni
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Figura 9 — Padréo de bandas gerados para os psadieiteequenciamento utilizando a enzihaalll
no programa ApE plasmid.

size sitet site2 Mass % Size site1 site2 Mass %
38 Haelll 9 End 0 @ PR 9 Haell 105 End 522 80
88 Haell Haell a4 18 102 Start 1 Hasll 103 20
5 Start 1 Haell 5 1

1 5tart

|-94 Haell [-103 Haelll

A B

430 End Lseng —

Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: A — cercaria de ave; BB—mansoni.

Figura 10 — Padréo de bandas gerados para os psodieitsequenciamento utilizando a enzithai
no programa ApE plasmid.

site2 Wass %

Size sited site? Wass % el
Hhal art T End 522 100

365 Start 1 366 76
114 Hhal 366 End 480 24

~
@
H

—15tart

1 Start

|- 366 Hhal

A B

480 End —— |- 522 End —

Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: A -S. mansoniB — cercaria de ave

Como estas duas enzimas foram as que apresentabrores distingdes de bandas,
elas também foram aplicadas em laboratorio atraleesealizacdo da técnica de RFLP e
permitiram uma distingdo entre as cercarias (Figlt® sendo a enzimélhai a que
apresentou um melhor resultado por conseguir g&mbandas (aproximadamente 600, 500 e

180 pb) para a cercaria de ave e apenas uma bar&¥¢b par&. mansoni
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Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose mostrammhdrdo de bandas obtidos apds a RFLP.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: PM - Peso Molecular (100 pb Ladder); tcaréa de aveligerida peldHaelll; 2 — DNA de
S. mansondigerido pelaHaelll; 3 - cercaria de avdigerida pelaHhai; 4 — DNA deS. mansoni
digerido pelaHhai.

5.4 Avaliagéo dos sistemas de NPCR em amostras

5.4.1 Avaliacéo do sistema NPCR1 em amostras dedeCgasos suspeitos

Quanto as caracteristicas dos casos de mielitend&ia ou ndo a infeccdo
esquistossomotica, cujas amostras de LCR forarad@stpela NPCR1 (Quadro 8), a média
de idade dos casos confirmados de neuroesquistossoioi 35,5 + 13,0 e dos casos sem
esquistossomose foi de 41,3 £ 17,1. Quanto ao sdservou-se que 60% (12/20) dos casos
confirmados e 50% (15/15) entre as mielites poraguetiologias eram do sexo feminino.
Quanto a duracao dos sintomas, observou-se uma medi,3 + 4,9 dias.

A NPCR 1 foi positiva em 80% (16/20) dos casos gatiega em todos 0s controles
(30/30), observando-se uma sensibilidade de 80% dEC 95%: 56.3-94.2), uma
especificidade de 100% (IC de 95%: 88.4-100), vateditivo positivo de 100% (95% IC:
79.4-100) e valor preditivo negativo de 88% (IC98&6: 72.5-97) e acuracia de 92%. Entre

0s casos, metade das amostras (10/20) foram fassfiglo teste ELISA.
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Quadro 8 — Caracteristicas epidemiologicas e wbodt da NPCR1 e ELISA em pacientes
confirmados para neuroesquistossomose

Pacientel Idade| Sexo | NPCR1 ELISA | Biopsia Retal | Duragdo dos Sintomas (dias
1 19 F P P NR 4
2 28 M P P NR 3
3 27 F P N P 5
4 51 M P N P 5
5 20 F P P NR 2
6 45 F N N P 15
7 24 F P N P 9
8 48 M P P NR 2
9 27 F P N P 10
10 18 F P N P 3
11 33 F P N P 4
12 42 M N N P 14
13 52 M P P NR 3
14 60 M P N P 4
15 27 F P P NR 4
16 25 F P P NR 5
17 26 M N N P 16
18 40 F P P NR 1
19 52 M N P NR 14
20 45 F P P NR 2

Nota: Elaborado pelo autor
Legenda: F = feminino; M = masculino; P = posititdo= negativo; NR = N&o realizado

5.4.2 Avaliacdo do sistema NPCR2 nas amostras hasrdmsangue e urina

A tabela 1 apresenta as principais caracteristoasindividuos com (n=99) e sem
infeccdo (n=21), cujas amostras de sangue e wnaanftestadas pela NPCR2. Em relacdo
aos infectados, cerca de 50% dos individuos ersedo feminino, possuia idade média de
33,4 £ 16,7 e carga parasitaria que variou entre4388 OPG (mediana= 24 OPG). Quanto

aos negativos, a média da idade foi de 28,3 +dBdrca de 70% (71,4%) era sexo feminino.
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Tabela 1- Caracteristicas dos individuos com eisB&uc¢do por S. mansoni com amostras de sangue e
urina testadas na avaliacéo do sistema NPCR 2.

Infecgdo pofS. mansoni

Caracteristicas Caso (n=99) Controle (n=21)
Idade , médiatdv n Média +desvio n Média tdesvio
0-19 anos 24 15,54 + 3,34 6 13,0+£4,2
> 19 anos 75 39,17 £ 15,16 15 35,0+ 15,0
Sexo, n (*%)
Masculino 49 49,5 6 28,6
Feminino 50 50,5 15 71,4
Carga Parasitaria (opg) 99 24 (24 — 4368) - -

mediana (intervalo)

Fonte: Elaborado pelo autor

Entre 99 amostras de sangue de individuos infestéb (25,3%) foram positivas pela
NPCR2, enquanto que entre 21 amostra de sangueldéuos ndo infectadas, 5 (23,8%).
Em relacdo as amostras de urina, entre as 99 awakdrindividuos infectados, 47 (47,5%)
foram positivas e 52 (52,5%) foram negativos. Eoge21l ndo infectados, cinco amostras
(23,8%) foram positivas e 16 (76,2%) foram negativa

Entre as 86 amostras de individuosctaildos com baixa carga parasitaria (1-99
OPG), 23 (26,7%) foram positivas e 63 (73,3%) negatnas amostras de sangue, enquanto
gue entre as amostras de urina, 39 (45,3%) foramiyas e 47 (54,7%) foram negativas.

Para os oito casos de individuos com média cangssif@ia (100-399 OPG), apenas
um caso (12,5%) foi positivo em amostras de sangeiego 0s outros sete casos (87,5%)
negativos, enquanto que metade das amostras @eforam positivas.

Para os cinco casos de individuos com alta ca@0(®pg), apenas um caso (20%)
foi positivo e quatro (80%) foram negativos nas simas de sangue, enquanto que para as
amostras de urina, quatro casos (80%) foram posigvapenas um (20%) foi negativo.

Comparando-se os resultados da NPCR2 em amostrsendae e urina, obtivemos
uma concordancia fraca (indice kappa= 0,21 - IC 950404-0,39) e uma positividade quase

duas vezes maior para as amostras de urina (T2pela
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Tabela 2 — Comparacdo dos resultados da NPCR2 amstra) de sangue e urina em pacientes
sabidamente positivos

Urina indice Kappa
Positivo  Negativo  Total
Sangue Positivo 17 8 25 0,213
Negativo 30 44 74
Total 47 52 99

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Avaliacdo dos testes em caramujos
5.5.1 Mimetizacao da extragao de DNA em caramujos

Ao mimetizar a extracdo de DNA & mansonem caramujos, foi possivel observar a
presenca de bandas apenas quando 1ng de DA meansonioi adicionado e testado pelo
sistema NPCR2.
5.5.2 Avaliacdo da NPCR2 em caramujos infectados

Nos caramujos com 5 dias de infecgcéo, observowasdds positivas nos lotes: 1, 8 e

9. (Figura 13). Ja para os caramujos com 21 diasnfézcdo, foi possivel observar
amplificacdo nos lotes: 1, 3, 4, 6, 7, 9 e 10 (Fagly).
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Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose mosirancesultado da NPCR2 aplicada aos lotes de
caramujos com 5 dias de infeccéo.

89401 :CP ] 283 i 56 L7 8
—

e —

9 10% CR - ilr 2037 4 56V g 89 u10: 11 CR EN

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: 1 a 11 — diluicdo de 1:10 dos lotes danwajos; 1’ a 11’ — diluicdo de 1:100 dos lotes de
caramujo; 1" a 11" — diluicdo de 1:1000 dos catgos; CP — Controle Positivo (1ng de DNA 8e
mansonj; CN — Controle Negativo

Figura 13 - Eletroforese em gel de agarose mositrancesultado da NPCR2 aplicada aos lotes de
caramujos com 21 dias de infeccéo.

9 410 .11 CRE IS

PM 81 9! 101 111 111 211 31! 411 5!1 6” 711 8” 911 10!1 1111 C P CN

ad A

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: PM - Peso Molecular (100 pb Ladder); 1 a #liluicdo de 1:10 dos lotes de caramujos; 1" a
11’ — diluigéo de 1:100 dos lotes de caramujo;al11l” — diluicdo de 1:1000 dos caramujos; CP —
Controle Positivo (1ng de DNA d& mansonj CN — Controle Negativo

No quadro 9, é possivel ver os resultados obtida @a NPCR2 aplicada nos

caramujos com 5 e 21 dias de infeccao.
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Quadro 9 — Resultados da NPCR2 em pools de caramagm 5 e 21 dias apds a infecgéo
experimental

Lote Pools 5 dias pos infecgdo 21 dias pos infecc@o
1° lote 1 positivo + 49 negativos Positivo Positivo
2° lote 2 positivo + 48 negativos Negativo Negativ
3° lote 3 positivo + 47 negativos Negativo Positivo
40 |ote 4 positivo + 46 negativos Negativo Positivo
5° lote 5 positivo + 45 negativos Negativo Negativo
6° lote 6 positivo + 44 negativos Negativo Positivo
7° lote 7 positivo + 43 negativos Negativo Positivo
8° lote 8 positivos + 42 negativos Positivo Negativ
9° |ote 9 positivos + 41 negativos Positivo Positiv
10° lote 10 positivos + 40 negativos Negativo Pasit
11° lote 50 negativos Negativo Negativo

Fonte: Elaborado pelo autor
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6 DISCUSSAO

Essa tese avaliou sistemas de PCRs convencionbisseed, em relacdo as suas
sensibilidades e especificidades, com a finalidddeavaliar seu desempenho frente a
amostras biologicas humanas (sangue, urina e L@R) earamujos.

Em relacdo a especificidade dos primers frente [d8 De cercaria de ave observou-se
uma distingdo entre espécies apenas na NPCR2antllh ou ndo a técnica de RFLP com as
enzimasHhai/Haelll separadamente. Podemos observar que, todgwimers utilizados
neste trabalho foram desenhados pelo mesmo grupesdgiisa (ABATH et al., 2002; MELO
et al.,, 2006) e, na época em que foram desenhadwgprmacédo sobre o genoma 8e
mansonie de outros organismos pertinentes ao estudo aaédaera completo, e possuia
varias lacunas. Berriman et al. (2009), publica@menoma completo d8chistosomee,
posteriormente, com o advento de novas tecnolagia®m o RNA-seq, os dados acerca deste
genoma foram atualizados e melhorados (PROTASI@I.et2012). Talvez por isso, ao
sequenciar os produtos de PCR obtidos pela NPCBRjemos 97% de identidade deste
produto com o DNA de outros organismos alénSdenansoniApesar disso, a importancia
dos nossos resultados esta ligada ao fato da poksgie de identificar do DNA de outro
trematodeo e diferencia-lo & mansonsem a necessidade de sequenciar a amostra, &ato qu
torna o diagnostico mais rapido e de baixo custo.

Pontes et al. (2002) demonstraram que é possivalfaar o DNA deS. mansonem
amostras de fezes e soro humanos, quebrando agmeada utilizacdo apenas das fezes para
se diagnosticar a doenca pelo método convenci@aliagnostico do parasita em fluidos
biologicos pode ser explicado devido a liberaca&ralgmentos de DNA a partir de células do
verme adulto, ovos, metabdlitos, excrementos edetos celulares do parasita nestes meios
(KATO-HAYASHI et al.,, 2015). Para Wong et al (20143 deteccdo deste DNA é
provavelmente mais sensivel em helmintos intravases; como dSchistosomadevido a
constante liberacdo de células do parasito na mterresanguinea, e estaria distribuido
homogeneamente por todo o sangue do pacienteemtéenente do observado no método
diagnostico convencional da doenca (WICHMANN et2009).

A descoberta deste DNA livre-circulante abriu esppara a utilizacdo de fluidos
biologicos que podem ser coletados de forma pranée invasiva e barata (KATO-
HAYASHI et al., 2015; SHIFF, 2015; SILVA et al., P9), e que ndo dependam do ciclo
circadiano (SHIFF, 2015), como a urina ou salivangequentemente, a escolha desses
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fluidos faz com que n&o haja a necessidade desprafiais treinados para coleta, resultando,
inclusive, numa maior cooperacao dos pacientesrecha;do do risco de contaminacéo para
0s coletadores e examinadores da amostra (KATO-HaN et al., 2015; SHIFF, 2015).
Para Kato-Hayashi et al. (2015), a presenca de BNAdiferentes fluidos do hospedeiro
vertebrado pode ser indicativa de uma infecca@ativ

A NPCR1 foi otimizada e aplicada em DNA extraidd @R obtido de pacientes com
e sem neuroesquistossomose, demonstrando ser imaafétramenta para diagnosticar esta
forma clinica da doenca. Além do trabalho publicedim estes resultados (BRUSCKY et al.,
2016), apenas o trabalho de Harter et al (2014)ae uso de uma gPCR para diagnosticar a
neuroesquistossomose em LCR e soro de um paci@gerodticado com esquistossomose
através da biopsia retal. Os achados desses auwtorexboram com 0 nosso estudo e
demonstram que a PCR pode ser utilizada como genigiliar no diagndstico diferencial
para esta forma clinica da doenca. Contudo, é gleamais amostras sejam estudadas com o
intuito de validar a PCR para este tipo de amostra.

Em relacdo a carga parasitaria, encontramos uevalgncia de 86,9% dos individuos
com uma carga parasitaria leve, corroborando coefatado por Gomes et al. (2016) em um
inquérito realizado no ano de 2011 em JaboatdoGi@sarapes/PE, uma das localidades
estudadas no nosso trabalho.

Até o momento, este € o primeiro trabalho que aedativaliacdo da técnica de PCR
em DNA extraido a partir de sangue total de indis&dcom ou sem infec¢cdo p®r mansoni
com uma sensibilidade de 25,3%. Ao compararmosrestdtado com aqueles relatados por
outros autores para amostras de soro, observaaenamr sensibilidade do que a encontrada
por Férrer et al (2015), o qual obteve uma seid#ae de 2,32%. Outros autores também
avaliaram o uso da PCR simples (CARVALHO et al120PONTES; DIAS; RABELLO,
2002; SADEK et al., 2008; WICHMANN et al., 2009jia qPCR (ESPIRITO-SANTO et al.,
2014; WICHMANN et al., 2013) em amostras de sorddobde humanos sabidamente
positivos, com sensibilidades variando entre 9D@4 para a PCR simples e 20-95% para a
gPCR. Haggag e Abdullah (2011) também avaliam #stede amostra, porém apesar de
coletar o soro de 200 pacientes e encontrar refagrtados positivos, 0S mesmos nhao
relatam a sensibilidade da técnica, tornando inipelssma comparac¢éo de resultados.

Quando testado em urina, o sistema de NPCR2 apoesema sensibilidade de
47,5%. Outros 4 estudos publicados também obtiveesmtados positivos, demonstrando a
plausibilidade da PCR método neste tipo de amoSemdoval et al. (2006) foram os

primeiros autores a relatar o uso de urina comastiamoobtendo sensibilidades de até 100%,
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contudo com amplificagé@o inespecifica p8rehaematobiunSegundo Gomes (2008), alguns
dosprimersestudados podem ser utilizados sem problemasasil Bnas ndo em locais onde
haja a co-existéncia de outras espécieSdestosomarelatando amplificacdo inespecifica
com o DNA deS. haematobium

Os outros trés trabalhos publicados que descrevaplieacdo da PCR em urina,
utilizaram o mesmo par geimersdesenvolvidos por Pontes et al. (2002), com s#idsites
entre 99-100% e especificidade de 91,2-100% (EN&.eR012; LODH et al., 2013; 2014).
Contudo, vale salientar que espesnersforam originalmente utilizados por Hamburger et al
(1991), e o mesmo relata amplificacédo de pequenastigades (5ng e 1ng) de DNA 8e
haematobiumou seja, caso estgsimers estejam sendo utilizados em areas ondesSha
mansoni e S. haematobiwmn-existam, e a possibilidade de o individuo estictado com
este parasitado seja excluida, pode-se ter uma superestimacsengibilidade.

Uma possivel explicacdo para os resultados negaieda PCR, tanto em sangue
quanto em urina, pode estar relacionada a etapatdegdo de DNA, considerada critica para
0 sucesso de uma PCR (BERGALLO et al., 2006) e é@uela como uma das maiores
dificuldades para o desenvolvimento e aplicacaotétmicas moleculares em amostras
biolégicas.

Esta inibicAo é devida, principalmente, a presedeasubstancias inibidoras nas
amostras, as quais dificultam ou impossibilitammiplificacdo do DNA alvo (RADSTROM
et al., 2004), como por exemplo o grupo heme daolgohina que, por possuir ionFeira
competir com os jons de Mgda reacéo. Além disso, alguns inibidores sio mientées do
processo de coleta ou extracdo do material biaddgmeno o fenol e o cloroférmio (inibindo a
acao enzimética), a proteinase-K (degradando anenzaq DNA polimerase), o EDTA e a
heparina (quelantes dos ions magnésio) (SAMBROOAHI.¢t1989). Para a urina, um dos
principais inibidores de PCR é a uréia quando ptesem concentracdes acima de 20 mM,
assim como o nitrito (BERGALLO et al., 2006).

Avaliando o resultado por carga parasitaria, temaselhor sensibilidade obtida ao
utilizar as amostras de urina, com 80% de posdnd para individuos com alta carga
parasitaria (4 de 5 amostras), seguido da médi)(®0baixa (45,35%) cargas, 0 que era
esperado ja que quanto maior a carga parasitasi@y meve ser a quantidade de DNA livre-
circulante no hospedeiro. Meurs et al. (2015) avain uma Multiplex PCR em diferentes
cargas parasitarias e encontraram sensibilidademnda entre 79% para amostras

provenientes de pacientes com baixa carga paraseat00% para amostras com uma alta
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carga. Seria ideal um numero maior de amostrasgsacargas parasitarias média e alta, para
observar a fidedignidade do nosso teste para estgas parasitarias.

Comparando-se a performance da NPCR2 em sanguen& wbservamos uma
concordancia fraca entre as amostras. Uma expticagde vir do fato da quantidade de
amostra utilizada para os dois tipos de extracdizados no trabalho. Para a amostra de
sangue, utilizou-se um kit comercial de extracagual permite a extragcao de apenas 200 pL
de amostra, enquanto que a extracao pelo métotemdecloroférmio permite trabalhar com
volumes bem maiores. Sarhan et al. (2015) compararavaliaram trés métodos de extracédo
de DNA (Salting out/resina, fenol-cloroférmio e kiimercial de extragéo), obtendo melhores
resultados ao utilizar o método de fenol clorof@ripéra extrair DNA de urinas provenientes
de pacientes sabidamente positivos. Bergallo e(28l06) demonstraram também que o
método de fenol-cloroférmio foi o mais eficienteagdo comparado com outros utilizados
para extrair DNA de urina.

Obtivemos uma especificidade de 76,2% (16/21) pafdPCR2, independente da
amostra utilizada, e apenas um individuo ndo iatkrtapresentou resultado positivo
concomitantemente para as duas amostras. Como itdesorteriormente, a técnica
convencional de diagndstico possui uma baixa séidsitle, tornando possivel um
diagnostico de individuos falso-negativos.

Diversos trabalhos ja foram publicados em relac@etac¢cédo do parasito em moluscos
(CALDEIRA et al., 2004; JANNOTTI-PASSOS et al., 792006; HAMBURGER et al.,
1998a; HANELT et al., 1997a; MELO et al., 2006a)mn@nitoramento de cercarias em
colecdes de agua (HAMBURGER et al., 1998Db).

Ao mimetizar a extracdo de DNA & mansoniobservamos uma positividade apenas
no lote com adicdo de 1ng de DNA foi adicionadferédntemente do observado por Gomes
(2008), a qual obteve amplificacdo através da NP&®adicionar 0,4ng de DNA em lotes
contendo 50 caramujos.

Nossos resultados demonstraram que € possivetatedeDNA deS. mansonem lotes
de 50 caramujos, mesmo quando se tem apenas umujarnafectado ha pelo menos 5 dias.
Este fato levanta a importancia do uso da PCR gliagnosticar moluscos infectados, pois a
técnica permite a analise de varios caramujos deafvez, ao agrupa-los em lotes, em vez
de analisa-los individualmente para liberacdo deacgs, como proposto por Hamburger
(2004). Segundo Melo et al (2006), este resultadmahstra que a NPCR é capaz de
diagnosticar infeccbes pré-patentes em moluscogueo ndo € possivel pela técnica de

exposicdo a luz. Leal (2010) aplicaram a PCR enustols expostos a diferentes quantidades



62

de miracidios dé&s. mansone em diferentes etapas do periodo pré-patentengegoiram
amplificar o DNA do parasita em 80% das amostmadependentemente da quantidade de
miracidios e do periodo de exposicédo dos caram8gselhantemente, Gomes (2008) obteve
uma positividade de 93,75% para a NPCR em carancajesados no campo, em comparacao
com os 37,5% observados através da técnica deiedipas luz, e relata que a analise de
moluscos em lotes torna a técnica mais rapida ®-efistiva, por aumentar a amostragem
analisada. Porém, os resultados obtidos por Gog@8) nos levam ao questionamento ja
levantado em relacdo a amplificacéo de outros tiaeas de ave.

E importante ressaltar a importancia da NPCR emeoée um diagnostico real de
infeccdo nos hospedeiros invertebrados, visto fisultiades diagnosticas observadas pela
técnica tradicional. Além disso, em Pernambucoemdivs autores relatam o aumento da
distribuicdo geografica destes moluscos para diteegneas (BARBOSA et al., 2014; 2015a;
2015b), e o uso desta técnica pode vir a ser dtilantificacdo de sitios de transmisséo da

doenca nessas localidades.
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7 CONCLUSOES

a)

b)

Observou-se gque dentre as NPCRs estudadas, a NRiclie Iser utilizada como uma
potente ferramenta para o diagnoéstico da formaoesquistossomotica da doenca.
Para as amostras bioldgicas humanas, observouesa guna pode ser utilizada para
auxiliar o diagnéstico d&. mansonem humanos. Contudo recomenda-se que um
namero maior de amostras seja utilizado para waiddPCR2 neste tipo de amostra,
bem como para as amostras de sangue.

Em relagcdo aos caramujos, observou-se que a NPOREZ ger uma ferramenta
potencial e custo-efetiva para o diagndstico Rle mansoni principalmente em
moluscos obtidos no campo, permitindo a avaliagdoackas de transmissdo e a

distincdo de moluscos infectados com outros treteat® atraves da NPCR-RFLP.
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APENDICE A — QUESTIONARIO ESQUISTOSSOMOSE - CASOS

QUESTIONARIO ESQUISTOSSOMOSE - CASOS

DADOS DO INDIVIDUO

1. Registro

2. Data do Questionario
/ /

3. Nome do Paciente

4. Data de Nascimento

/ /

5. Sexo

( ) Masculino () Feminino

o

Endereco

DADOS SOCIOECONOMICOS

7. Ha quanto tempo mora

nessa casa?

8.

Onde morava antes? (Informar Bairro e cidade).

9. Alguma vez na vida vocé teve contato com agua suggpede estar contaminada com
Schistosoma? () Sim

( ) N&o

10. Ha quanto tempo vocé teve contato com agua suspéita

11. Tipo de contato

a. Banho de rio ( ) b. Pescaria ( ) c. Lavar emdpratos ( ) d. Lazer ( ) e. Outros:

SINAIS E SINTOMAS

12. Vocé tem dificuldade em

defecar?
()Sim () Néao

Quantas vezesaodia? ( )1 ()2 ( )M

13. Ja apresentou sangue nas fezes?
()Sim () Nao

Ultimo episodio:

AlS:

14. Ja vomitou sangue?

()Sim ( )N&o Quantas vezes?

Ultimo episodio:

DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

15. Coletou

amostra?

16. Data da coleta: 17. Amostras coletadas

/

/

( ) Sangue ( ) Urina

()Sim ( )Nao

18. Resultado Kato-katz (em ovog

por grama de fezes)

19. Ja fez tratamento para esquistossomose?
()Sim () Ndo Quando?
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Entrevistador:

Assinatura:
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APENDICE B — QUESTIONARIO ESQUISTOSSOMOSE — NAO CASDS

QUESTIONARIO ESQUISTOSSOMOSE — NAO CASOS

DADOS DO INDIVIDUO

1. Registro

2. Data do Questionario
/ /

3. Nome do Paciente

4. Data de Nascimento

/ /

5. Sexo

( ) Masculino () Feminino

o

Endereco

DADOS SOCIOECONOMICOS

7. Ha quanto tempo mora

nessa casa?

8.

Onde morava antes? (Informar Bairro e cidade).

9. Alguma vez na vida vocé teve contato com agua suggpede estar contaminada com
Schistosoma? () Sim

( ) N&o

10. Ha quanto tempo vocé teve contato com agua suspéita

11. Tipo de contato

a. Banho derio ( ) b. Pescaria( ) c. Lawaipas/pratos ( ) d. Lazer ()

e. Outros:

SINAIS E SINTOMAS

12. Vocé tem dificuldade em

defecar?
()Sim () Néao

Quantas vezesaodia? ( )1 ()2 ( )M

13. Ja apresentou sangue nas fezes?
()Sim () Nao

Ultimo episodio:

AlS:

14. Ja vomitou sangue?

()Sim ( )N&o Quantas vezes?

Ultimo episodio:

DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

15. Coletou

amostra?

16. Data da coleta: 17. Amostras coletadas

/

/

( ) Sangue ( ) Urina

()Sim ( )Nao

18. Resultado Kato-katz (em ovog

por grama de fezes)

(I TT1]

19. Resultado teste imunoldgico

( ) Positivo () Negativo

20. Ja fez tratamento para esquistossomose?

()Sim ( ) Ndo Quando?
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Entrevistador:

Assinatura:
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APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARE CIDO (PARA
MENORES DE 18 ANOS)

Convidamos o menor , a

participar da pesquiseDeésenvolvimento e validagdo de um kit baseado em s$ted-PCR

em unico tubo para o diagnostico de esquistossomose caramujos e em amostras de
sangue e urind que serad desenvolvido no Centro de Pesquisas LAdgagalhaes
(CPQAM/FIOCRUZ), cujo objetivo é desenvolver e dali um novo método para um
diagndstico mais simples e rapido para a esqu@tosse, resultando em um grande beneficio
para a populacdo que mora em locais onde ha nustms dessa doenca.

Para este fim, solicitamos que seja realizado coheta de até 10 mL (5 colheres de
sopa) de sangue coletado na veia e 30 - 50 mL (20 eolheres de sopa) de urina para
pesquisar substancias liberadas (material gendidd,) pelo micrébio da esquistossomose.
Todo material utilizado na coleta € estéril (nuntthzados e sem microbio). Informamos que
a coleta de urina ndo oferece nenhum risco e ge@ame na veia ndo causa nenhum
desconforto além da “picada” da agulha, podendoakyuns casos, ocorrer a formagédo de
placas roxas (hematomas) que desaparecerdo egmEingme e sem nenhum tratamento.
Caso o (a) menor seja portador (a) da esquistossrd@gnosticado no exame de fezes pela
equipe do SANAR, ele (a) sera encaminhado a umipaequédica especializada.

Os resultados obtidos poderéo ser divulgados @paltros cientificos e relatorios, mas
garantimos que em nenhum momento haverd identificadp (a) menor nem de seus
familiares. Em qualquer momento da pesquisa, sméjor e ou responsavel tem a liberdade
de retirar seu consentimento e deixar de partiaijpaestudo, sem que isso traga qualquer
problema para o seu acompanhamento clinico e teatamse for o caso. Também ficamos a
disposicéo para esclarecimentos sobre o estudagua8r. (a) achar necessario.

Solicitamos também que seja autorizada a guardandberiais coletados, e caso esse
material seja utilizado em futuras pesquisas, o (&).sera contatado para uma nova
autorizacao.

Antes da assinatura desse termo, foram forned¢idasmacfes necessarias para o
melhor entendimento. Esse termo serd assinado emdas, ficando uma com o Sr. (a) e
outra arquivada com o responsavel pelo projeto.

Recife, de de 20 .

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. P@d{&2 - Fone: 0XX81 21012500, 21012662 - Fax: 0X4B31911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpgam.fiocruz.b
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Assinatura do responsavel:

Assinatura do menor:

Assinatura do Membro da Pesquisa:

Duvidas ou outras informacdes posteriores podera@sobtidas com:

Dr. Fabio Melo, bi6logo do Centro de Pesquisas Agdagalhaes, localizado - Av. Moraes
Rego, s/n, no Campus da UFPE, CEP: 50670-420 RREife pelo Fone: 0XX81 2101-2662.
Dra. Maria Almerice Lopes da Silva, Farmacéuticanit de Pesquisas Aggeu Magalhaes,
localizado - Av. Moraes Rego, s/n, no Campus daBJRFEP: 50670-420 Recife-PE, e pelo
Fone: 0XX81 2101-2695.

Leandro Batista Wanderley, Bidlogo, Centro de PissguAggeu Magalhdes, localizado - Av.
Moraes Rego, s/n, no Campus da UFPE, CEP: 50670R¢20e-PE, e pelo Fone: 0XX81
2101-2695.

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. P@d{&2 - Fone: 0XX81 21012500, 21012662 - Fax: 0X4B31911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpgam.fiocruz.b
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APENDICE D - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARE CIDO (PARA
MAIORES DE 18 ANOS)

Convidamos o Sr. (a) para

participar do projeto de pesquisBésenvolvimento e validagcdo de um kit baseado em
Nested-PCR em unico tubo para o diagnostico de esgiossomose em caramujos e em
amostras de sangue e urifaque sera desenvolvido no Centro de Pesquisas tAgge
Magalhdes (CPgAM/FIOCRUZ), cujo objetivo é desemgpke validar um novo método para
um diagndstico mais simples e rapido para a esgsigimose, resultando em um grande
beneficio para a populacdo que mora em locais loadeuitos casos dessa doenca.

Para este fim, solicitamos que seja realizado coheta de até 10 mL (5 colheres de
sopa) de sangue coletado na veia e 30 - 50 mL (20 eolheres de sopa) de urina para
pesquisar substancias liberadas (material gendidd,) pelo micrébio da esquistossomose.
Todo material utilizado na coleta € estéril (nuntthzados e sem microbio). Informamos que
a coleta de urina ndo oferece nenhum risco e ge®ame na veia ndo causa nenhum
desconforto além da “picada” da agulha, podendoakyuns casos, ocorrer a formagédo de
placas roxas (hematomas) que desaparecerdo egmEimeme e sem nenhum tratamento.
Caso o0 Sr. (a) seja portador (a) da esquistossord@gmosticado no exame de fezes pela
equipe do SANAR, Sr. (a) sera encaminhado a umipeguédica especializada.

Os resultados obtidos poderao ser divulgados @paltros cientificos e relatérios, mas
garantimos que em nenhum momento haverd identificdg Sr. (2) nem de seus familiares.
Em qualguer momento da pesquisa, Sr. (a) tem adélde de retirar seu consentimento e
deixar de participar do estudo, sem que isso trggalquer problema para 0 seu
acompanhamento clinico e tratamento, se for o cBambém ficamos a disposi¢cdo para
esclarecimentos sobre o estudo quando o Sr. (a) achessario.

Solicitamos também que seja autorizada a guardandbeyiais coletados, e caso esse
material seja utilizado em futuras pesquisas, o (&y.sera contatado para uma nova
autorizagao.

Antes da assinatura desse termo, foram fornedidasmacdes necessarias para o
melhor entendimento. Esse termo serd assinado emwdas, ficando uma com o Sr. (a) e
outra arquivada com o responsavel pelo projeto.

Recife, de de 20 .

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. P@d{&2 - Fone: 0XX81 21012500, 21012662 - Fax: 0X4B31911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpgam.fiocruz.b
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Assinatura do responsavel:

Assinatura do Membro da Pesquisa:

Duvidas ou outras informacdes posteriores poderd@sobtidas com:
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