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RESUMO

No Brasil, dentro e fora da Amazo6nia, varios casos de doenca de Chagas aguda (DCA)
foram registrados como surtos caracterizados por grupos de individuos reunidos em
um sO lugar, que, ao ingerir 0 mesmo tipo de alimento, adoeceram quase
simultaneamente com febre e manifestacfes gerais de uma infeccéo sistémica. Até o
ano de 2004, a ocorréncia da DCA por transmissao oral, relacionada ao consumo de
alimentos, constituia um evento pouco conhecido ou investigado. Atualmente tornou-
se frequente na regido amazonica e esta relacionada a ocorréncia de surtos recentes
em diversos estados brasileiros. Os recentes casos de DCA no Brasil estédo
relacionados com o consumo de suco de acai onde a contaminacao da prépria fruta
ou polpa ocorre através de residuos de animais reservatérios ou insetos vetores
infectados com o Trypanosoma cruzi em areas endémicas. O objetivo deste trabalho
foi desenvolver uma metodologia de analise baseada na PCR para que produtos a
base de acai pudessem ser analisados quanto a presenca de DNA de T. cruzi. Foram
testados quatro métodos de extracdo de DNA e cinco pares de iniciadores para o
ensaio de PCR. O método baseado no tampéo CTAB foi escolhido e posteriormente
uma validacdo desse método foi realizada. O método com o alvo nas sequéncias
subteloméricas dos tripanosomatideos foi escolhido para os ensaios de PCR e para
isso foram realizados testes para avaliacdo de desempenho do método (limite de
deteccdo, seletividade e estudo matriz). Apés implantacdo do método, 140 amostras
de alimentos a base de acai foram coletadas no comércio dos estados do Rio de
Janeiro e Para. Treze amostras apresentaram resultado positivo para presenca de T.
cruzi. A caracterizacdo molecular foi realizada seguindo o método da PCR multilocus
e o resultado das amostras mostrou a prevaléncia dos gendétipos Tcl, Tclll e TcV. Este
trabalho mostra pela primeira vez uma avaliacdo higiénico-sanitaria quanto a presenca
de T. cruzi em amostras de alimentos & base de acai coletadas no comércio do Para
e Rio de Janeiro, bem como a caracterizacdo genotipica dessas amostras. A
disponibilidade de um método para deteccdo de T. cruzi em alimentos sera uma
ferramenta poderosa na investigacdo epidemiolégica de surtos, transformando
evidéncias epidemioldgicas em dados comprobatérios de que alimentos estejam

efetivamente contaminados com T. cruzi. Além disso, facilitara o controle da qualidade



dos alimentos e a avaliagdo das boas préticas de fabricacdo que envolvem produtos
a base de acai. Apesar de existirem importantes estratégias sendo implementadas, o
Brasil ainda se encontra num estagio embrionario e pontual no combate a doenca de
Chagas transmitida pelo consumo de acai. Sao necessarias ainda estratégias para
garantir a inocuidade do acai mantendo suas propriedades sensoriais e nutricionais.
Assim as Boas Praticas de Higiene, Boas Praticas de Manufatura e a aproximagao
entre instituicdes de ciéncia e os produtores de acai sdo essenciais para contribuir na

solucéo deste problema.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Trypanosoma cruzi. Acai. Transmissao Oral.

PCR. Genotipagem. Vigilancia Sanitaria



ABSTRACT

In Brazil, inside and outside the Amazon region, several cases of acute Chagas
disease (ACD) have been recorded as an outbreak characterized by a group of
individuals gathered in one place who, by ingesting the same type of food, became
sick almost simultaneously with fever and general manifestations of a systemic
infection. Up to the year 2004, the occurrence of ACD by oral transmission, as
associated with food consumption, constituted a scarcely known or investigated event.
By the same token, what was originally considered a sporadic and circumstantial
occurrence has now become frequent in the Amazon region, which is associated with
the occurrence of recent outbreaks in several Brazilian states. Recent cases of ACD
in Brazil are related to the consumption of agai juice where contamination of fruit itself
or pulp occurs through waste reservoir animals or insect vectors infected with
Trypanosoma cruzi in endemic areas. The aim of this study was to develop a
methodology based on PCR for acai-based products could be analyzed for the
presence of T. cruzi. We tested four T. cruzi DNA extraction methods and five pairs of
primers for the PCR assay. The method based on CTAB buffer was chosen and then
a validation of this method was performed. The method with the target in subtelomeric
sequences of trypanosomatides was chosen for PCR assays and tests were carried
out for evaluation of method performance (detection limit, selectivity and matrix study).
After implementation of the method, 140 samples of food the acai based were collected
in trade in the states of Rio de Janeiro and Para. Thirteen samples were positive for
the presence of T. cruzi. Molecular characterization was performed following the
method of multilocus PCR and the results of the samples showed the prevalence of
genotypes Tcl, Tclll and TCV. This work shows, for the first time, a hygiene and health
evaluation for the presence of T. cruzi in food samples acai-based collected in trade
of Para and Rio de Janeiro, as well as the genotypic characterization of these samples.
The availability of the method for T. cruzi detection in food introduces a powerful tool
in the epidemiological investigation of outbreaks as it turns epidemiological evidence
into supporting data that serve to prove that foods are actually infected with T. cruzi.
Furthermore, it facilitates both food quality control and the assessment of good

manufacturing practices involving acai-based products. Although there are important



strategies being implemented by Brazil to combat Chagas disease transmitted via
food, there is still a need for incentives to search for that knowledge generated assist
in understanding the oral transmission of this parasite and its better interpretation of
epidemiological, prevention and control. Besides the implementation of Good Hygiene
Practices, Good Manufacturing Practices and the rapprochement between science
institutions and producers of acai to contribute in solving this problem.

Keywords: Chagas Disease. Trypanosoma cruzi. Agai. Oral Transmission. Health

Surveillance
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE CHAGAS

1.1.1 Breve Historico

A transmissdo natural da doenca de Chagas comecou ha milhares de
anos como uma enzootia, particularmente entre os animais silvestres, que ainda
persistem em areas, principalmente, como a regido amazonica. Quando o
homem invadiu os eco6topos naturais, a transmissdo da doenca para 0 homem
aconteceu acidentalmente como uma antropozoonose. Como resultado do
desmatamento para atividade da agricultura e pecuaria na América Latina nos
altimos trezentos anos, triatomineos que eram incapazes de alimentar-se devido
o deslocamento de animais silvestres comegaram a colonizar areas ao redor e
dentro de casas. Eles adaptaram-se a este novo nicho, alimentando-se de
sangue de humanos e animais domeésticos como uma zoonose (COURA, 2007).

A doenca de Chagas ou tripanossomose americana foi descoberta em
1909 pelo pesquisador brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (1878-
1934), no municipio de Lassance, interior do Estado de Minas Gerais (CHAGAS,
1909).

O processo da descoberta iniciou-se em 1907, quando Chagas,
pesquisador do Instituto Soroterapico Federal Manguinhos, chegou a Lassance,
no norte de Minas Gerais, com a missdo de combater a maléria entre os
trabalhadores da Estrada de Ferro Central do Brasil. Seu consultério e
laboratorio era um vagao de trem estacionado onde tinha oportunidade de ouvir
os habitantes locais, assim ele soube que um inseto popularmente conhecido
como “barbeiro”, era frequentemente encontrado nas residéncias precérias
daquela regido. O tal inseto era hematofago, de habitos noturnos, que picava,
principalmente, a face de criancas adormecidas e indefesas. O médico estudioso
sabia que a Tripanossomiase Africana, ou doenca do sono, era transmitida pela
mosca tse-tsé e, talvez, isto o tivesse feito pensar que o “barbeiro” poderia ser
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vetor de doencga. Ao dissecar 0 inseto e examina-lo ao microscopio, Chagas
encontrou um protozoério flagelado no sistema digestivo do inseto. Curioso e
inteligente, Carlos Chagas enviou barbeiros contaminados para o Instituto
Manguinhos (atual Instituto Oswaldo Cruz), no Rio de Janeiro. Seguindo sua
recomendacéo, o conteudo fecal do intestino do inseto foi inoculado em cobaias,
e aguele protozoario flagelado do intestino do inseto foi reencontrado no sangue
do animal inoculado, semanas depois (CHAGAS, 1909).

Em 14 de abril de 1909, Chagas descobriu pela primeira vez formas
flageladas do protozoario em laminas com o sangue de uma crianca febril, uma
menina de dois anos, Berenice, em plena fase aguda da doenca. A “Nova
entidade moérbida do homem” resultou em um dos maiores feitos da histéria da
medicina. Doutor Chagas identificou o inseto-vetor, o protozoario designado com
o nome de Trypanosoma cruzi (homenagem ao seu orientador, o eminente
sanitarista Oswaldo Cruz), descreveu os ciclos de vida do T. cruzi nos
hospedeiros invertebrados (Hemiptera: Triatominae) e vertebrado (mamiferos de
varias classes), e, ainda, documentou as manifestacdes clinicas na fase aguda
e na fase crbnica da doenca. E naquele mesmo ano, foi nomeado pesquisador
assistente do Instituto Oswaldo Cruz (KROPF et al, 2000).

Passados mais de 100 anos da sua descoberta, a doenca de Chagas
ainda é considerada uma doenca negligenciada e esta entre as dezessete
doencas tropicais negligenciadas, atingindo cerca de 10 milhdes de individuos
infectados nas Américas, sendo que somente no Brasil ha 2 milhdes de
chagasicos (Figura 1). Das doencas parasitarias, ela é considerada a que
provoca o maior impacto socio-econémico na America Latina, sendo responsavel
pela perda de produtividade estimada em US$ 1.2 bilhdo por ano (WHO, 2002,
2010, 2013).

HOTEZ et al., 2012 compararam a doencga de Chagas como a epidemia
do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) das Ameéricas por ser transmitida

pela via trasnfusional, por ter alto custo e pela falta de medicamentos.



Figura 1 - Distribuicdo mundial da doenca de Chagas
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Fonte: WHO, 2010.

1.1.2 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

24

A doenca se estabelece por meio de um ciclo biolégico complexo e ocorre

pela transmisséo do Trypanosoma cruzi (T. cruzi), um protozoario flagelado, da

Ordem Kinetoplastida e da Familia Trypanosomatidae. Apresenta como formas

evolutivas os tripomastigotas metaciclicos (forma infectante para o homem),

epimastigotas (formas de multiplicacéo no vetor e em culturas), tripomastigotas

sanguicolas e formas amastigotas que multiplicam-se dentro de células do

hospedeiro (MORAES, 1971), como pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2 - Diferentes estagios de desenvolvimento do Trypanosoma cruzi.

A C E

Legenda: A, C e E) Esquema das formas do Trypanosoma cruzi: amastigota,
epimastigota e tripomastigota, respectivamente. B, D e F) Imagens do
desenvolvimento do T. cruzi: ninho de amastigotas (seta), epimastigotas e
tripomastigotas.

Fonte: Adaptado de Coura, 2012.

O ciclo inclui dois tipos de hospedeiros: o primeiro € um inseto hemiptero
e hematofago, popularmente conhecido como barbeiro (triatomineo), e o
segundo, um mamifero reservatério que pode pertencer a diversas classes,
como marsupiais e roedores (DEANE et al., 1984).

O ciclo de vida do T. cruzi relacionado a transmissdo vetorial em
mamiferos esta representado na Figura 3. No intestino médio do triatomineo
infectado ocorre a multiplicacdo dos epimastigotas por divisdo binaria, em
seguida, os parasitas se locomovem para a por¢ao posterior do intestino e para
o reto onde sofrem diferenciacdo para a forma infectante tripomastigota
metaciclica. No momento do repasto sanguineo os barbeiros liberam as suas
excretas na pele do hospedeiro. Uma vez ocorrendo o contato dos dejetos
contaminados com a regido da picada ou com alguma mucosa, as formas
tripomastigotas infectantes entram na corrente sanguinea e infectam diversos
tipos celulares por processos como fagocitose, endocitose ou penetracéo ativa,
sendo englobadas por um vacuolo parasitoforo. Ocorre a diferenciacdo para

formas amastigotas e, ap0s varios ciclos de replicagdo, os amastigotas se
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transformam em tripomastigotas circulantes e rompem as células hospedeiras
gerando um extravasamento dessa forma parasitos na corrente sanguinea. Com
essa liberacdo, os protozoarios infectam outras células do hospedeiro gerando
uma grande propagacao da infeccdo. O ciclo retoma a sua origem quando um
inseto vetor ndo contaminado se alimenta do sangue infectado com
tripomastigotas circulantes. Apos passar pelo intestino anterior do barbeiro, o T.
cruzi na forma tripomastigota se diferencia para epimastigota e depois para
tripomastigota (RASSI JR et al., 2010; BARRIAS et al., 2013).

Figura 3 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi e transmissdo vetorial para hospedeiro
mamifero.
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1.1.3 Organizacdo molecular, diversidade genética e caracterizagdo molecular

do Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi apresenta seu genoma organizado em uma regiao
de DNA nuclear e outra extranuclear caracterizada, no caso dos membros da
ordem Kinetoplastida, por uma mitocondria Unica e alongada, constituindo o
cinetoplasto (MYLER et al.,1993).

Em 2005 foi publicado o sequenciamento gendmico da cepa de referéncia
CL Brener do T. cruzi, classificada como TcVI, onde foi revelado que o genoma
diploide do parasito possui aproximadamente 22.570 proteinas e que pelo
menos 50% da sua composi¢ao consiste em sequéncias repetitivas, familias de
genes de proteina de superficies e repeticdes teloméricas (EL-SAYED et al.,
2005).

Baseado na genética molecular, em caracteristicas ecoepidemioldgicas e
na patogenicidade, atualmente, foi reconhecido que as cepas de T. cruzi podem
ser distinguidas em seis unidades de tipagem discretas (DTUs — discrete typing
units), que levam a nomenclatura de Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e TcVI. DTU é
definido como um conjunto de isolados geneticamente semelhante entre si, 0s
quais podem ser identificados por marcadores moleculares ou imunologicos
comuns (ZINGALES et al., 2012).

De acordo com a classificagdo em DTUs, correlacées com propriedades
biolégicas do parasito, clinicas e ecoepidemiolégicas da doenca de Chagas
podem ser observadas.

Com relacdo a capacidade de multiplicacdo e sobrevivéncia em cultura
celular, acelular e vetores, a capacidade de infectar animais de experimentacéo,
e maior resisténcia a drogas tanto in vivo como in vitro, os isolados pertencentes
a DTU Tcl apresentaram maior capacidade. Em contraste, os isolados
pertencentes a DTU Tcll apresentaram valores menores em relacdo a essas
variaveis, enquanto os isolados da DTU TcV apresentaram caracteristicas
intermediarias (BRENER et al., 1977, TOLEDO et al., 2002; MARTINS et al.,
2006).

Segundo ZINGALES (2011), em uma revisao parcial da literatura sobre a

distribuicdo das DTUs em humanos, ha uma prevaléncia da DTU Tcl em



28

pacientes do México, América Central, paises do Norte da América do Sul e
Amazobnia. Nestes pacientes sdo observadas as formas indeterminada e
cardiaca da doenca de Chagas. Para outros paises da América do Sul, a
distribuicdo das DTUs em humanos é mostrada na Figura 4, onde se indica a
prevaléncia das manifestacdes cardiaca e digestiva (CARRANZA et al, 2009).
As principais conclusdes destas observacoes foram que as DTUs
apresentam distribuicdo geogréfica distinta; todas as DTUs sao capazes de
promover a doenca em humanos; a DTU Tcl ndo favorece a forma digestiva; as
DTUs Tcll e TcV aparentemente seriam mais “patogénicas”, promovendo as

manifestacdes cardiaca e digestiva.

Figura 4 - Distribuicdo epidemioldgica das DTUs em humanos da América do Sul. Prevaléncia
das formas cardiaca e assintomatica nos paises ao Norte da linha pontilhada e das formas
cardiaca, digestiva e assintomatica, ao Sul.
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Fonte: Adaptado de ZINGALES, 2011

No que diz respeito as variacdes geograficas quanto a distribuicdo das
DTUs nos ciclos domésticos e selvagens, ZINGALES et al., 2012 resumiram as

associacdes das DTUs com nichos ecolégicos, reservatorios, vetores e
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manifestacdes da doenca, como apresentadas a seguir e observadas na Figura
5.

Figura 5 - Distribuicdo geografica aproximada das DTUs nos ciclos selvagens e
domeésticos

Fonte: ZINGALES et al.,2012.

Ainda, de acordo com Zingales e colaboradores (2012), o genétipo Tcl é
encontrado nas Ameéricas do Norte, Central e América do Sul. No norte da
Amazobnia e em paises do cone sul sdo observados pacientes com a forma
cardiaca da doenca. Os vetores silvestres onde este gendtipo € encontrado sao
triatomineos das espécies de Rhodnius, Panstrongylus, Triatoma e Eratyrus. Ele
apresenta ainda como reservatérios animais arboreos e semi-arbéreos como
gambas, roedores, primatas, tamandués e roedores terrestres. Os principais
ecotopos sao palmeiras, frestas de arvores, seguidos de rochas e parte terrestre
na Amazonia.

O gendtipo Tcll é raro no ciclo selvagem, mas pouco se sabe sobre seus
nichos ecoldgicos. Apresenta como reservatérios os primatas da Mata Atlantica,

gambas e tatus do género Euphactus (Paraguai). Os triatomineos sdo os vetores
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silvestres onde foram encontrados até hoje. Este gendétipo é encontrado no Cone
Sul e de forma mais esporadica ao norte do Atlantico. Na regido central e
atlantica do Brasil sdo observados pacientes que apresentam a forma cardiaca
e portadores de mega sindrome decorrentes da doenca de Chagas.

O gendtipo Tclll apresenta nichos ecolégicos terrestre e fossorial, cujos
reservatorios selvagens sdo tatus dos géneros Dasypus, Chaetophactus e
Euphractus, além de gambas, primatas e quatis. Os triatomineos da espécie
Panstrongylus geniculatus séo seus vetores silvestres e estao distribuidos na
América do Sul. Sdo raros em humanos e cdes domésticos. Os casos agudos
estdo localizados na Amazbnia brasileira com apresentacdo clinica pouco
conhecida.

O genaotipo TclV esta distribuido nas Ameéricas do Norte e do Sul. Possui
nicho ecologico arboreo, com alguns reservatorios terrestres no norte da
Ameérica. Estad associado a vetores dos géneros Rhodnius, Panstrongylus e
Triatoma. Seus reservatorios selvagens s@o primatas e quatis. E a causa
secundaria da doenca de Chagas na Venezuela e casos esporadicos em outras
partes da América do sul.

O gendtipo TcV é encontrado no cone sul, extremo sul do Brasil e regido
do Gran Chaco. Os nichos ecoldgicos sdo raros em ciclos silvestres. Os
hospedeiros selvagens sdo pouco conhecidos, os mais comuns sao tatus dos
géneros Dasypus, Euphractus e roedores do género Octodon. Pouco se sabe
sobre o0s vetores selvagens. Pacientes sdo encontrados no cone sul
apresentando a forma cardiaca e portadores de mega sindrome decorrentes da
doenca de Chagas.

O gendtipo TcVI apresenta raros nichos ecologicos nos ciclos silvestres
com reservatorios e vetores selvagens pouco conhecidos. Sua distribuicao
restringe-se ao cone sul e Gran Chaco. Pacientes séo encontrados no cone sul
apresentando a forma cardiaca e portadores de mega sindrome decorrentes da

doenca de Chagas.
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1.1.4 Manifestacdes clinicas e tratamento da doenga de Chagas

A doenca apresenta duas fases distintas dependendo das manifestacées
clinicas: a inicial ou aguda e a cronica. Entretanto, na grande maioria dos casos
a infeccdo permanece assintomética ao longo da vida do paciente, sendo
diagnosticada apenas ocasionalmente pelo exame meédico ou pela triagem em
banco de sangue (PRATA, 2001).

Na fase aguda, cerca de 95% dos pacientes ndo apresentam sintomas
clinicos e a infeccdo subclinica assintomética pode ndo ser diagnosticada,
gerando subnotificacdo de novos casos. Nos demais casos, 0S sintomas
observados vao de febre, dores musculares e articulares, mal-estar, diarreia,
disturbios respiratérios, cianose, coma, podendo culminar em morte, em menos
de 5% dos casos, por miocardite ou meningoencefalite. Nesses casos pode ser
observado sinal de porta de entrada do T. cruzi, o chagoma na pele ou sinal de
Romafia com edema endurecido, bipalpebral, unilateral (Figura 3). No inicio da
infeccdo aguda altos niveis de parasitemia sdo detectados pelos testes
parasitologicos, e 0s testes sorolégicos mostram anticorpos IgM anti-T. cruzi.
Raramente fatal, os sintomas da fase aguda desaparecem ao longo de quatro a
oito semanas e a partir de entao os pacientes entram na fase cronica da infeccéao,
clinicamente indeterminada (TEIXEIRA et al, 2006).

Durante a fase crénica, dois tercos das pessoas infectadas por T. cruzi
permanecem assintomaticas ao longo da vida. Passadas duas a trés décadas
pos infeccao inicial, um terco dos individuos desenvolvem sintomatologia. Em
94,5 % dos casos ocorrem lesdes graves no coracao, e os 4,5 % remanescentes
desenvolvem a sindrome dos mega, megaes6fago e megacélon, que afeta o
sistema digestivo (TEIXEIRA et al, 2006). As manifestacbes mais severas da
doenca séo arritmias, tromboembolia e insuficiéncia cardiaca, que pode conduzir
a morte subita (PASSOS, 2010).

O tratamento da doenca de Chagas € um assunto bastante controverso,
com duas vertentes opostas quanto a a funcionalidade, a eficiéncia e aos efeitos
colaterais do tratamento (KEENAN, 2013). As drogas utilizadas para o
tratamento sdo o Nifurtimox e o Benzonidazol, nitroderivados com acao anti-

tripanosoma. A eficiéncia de ambas no tratamento de recém-nascidos e durante
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afase aguda, tem sido relatada pela Organizacdo Mundial de Saude, enfatizando
o limitante do tratamento durante a fase cronica (WHO, 2012).

Um novo medicamento esta sendo desenvolvido pelo Instituto Oswaldo
Cruz (I0C) em parceria com o Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI) e outras unidades da Fiocruz. Trata-se de um medicamento a base de
selénio, um elemento quimico com acgdo anti-oxidante, com a finalidade de
reduzir em até 50% as taxas de evolucéo da cardiopatia nos pacientes cronicos.
(FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2015).

O projeto esta na fase de ensaio clinico com pacientes crénicos.
Este projeto surge como decorréncia natural de resultados pré-clinicos
anteriores, indicando que a reducdo nos niveis séricos de selénio pode ser um
co-fator da gravidade da miocardiopatia chagasica. Estudos demonstram que a
suplementacdo com 100 mg de selénio pode prevenir a morte por arritmias,
cardiomegalia, e proporcionar aumento da fracdo de ejecdo ventricular em
modelos animais de infeccédo de doenca de Chagas, além de ter efeitos imuno-
estimulantes (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2015).

Estudos mostram ainda a possibilidade de uma candidata vacinal para
pacientes na fase crénica da doenca a fim de reverter os sintomas cardiacos da
doenca (PEREIRA et al, 2015).

1.1.5 Vias de transmissao

A transmissao do T. cruzi para o ser humano pode ocorrer pelas principais
vias: vetorial, transfusional, congénita, acidentes em laboratérios e via oral.

Em areas endémicas, a principal forma de transmissdo do T. cruzi é
através de um inseto vetor. A transmissao vetorial ocorre no momento do repasto
sanguineo quando os barbeiros liberam as suas excretas na pele do hospedeiro.
Uma vez ocorrendo o contato dos dejetos contaminados com a regido da picada
ou com alguma mucosa, as formas tripomastigotas infectantes entram na
corrente sanguinea. Apesar da transmissao vetorial ser um evento caracteristico
de areas endémicas foram relatados na bibliografia casos de infec¢do autoctone

em paises ndao endémicos como nos Estados Unidos (DORN et al, 2007), sendo
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recentemente detectados triatomineos infectados com T. cruzi em areas
domiciliares e peridomiciliares (KJOS et al, 2013).

A doenca que primariamente era uma infeccdo rural passou a ser uma
doenca urbana também transmitida por transfusdo sanguinea. No mundo, a
transmissdo via transfusdo pode ser considerada a segunda forma mais
frequente de contaminacédo pelo T. cruzi (SCHMUNIS, 2007). A via transfusional,
devido ao eficiente sistema de triagem de doadores nos bancos de sangue,
sofreu reducdo significativa no Brasil (DIAS et al., 2008). Por outro lado, esta via
vem assumindo importancia nos Estados Unidos e na Europa pela crescente
imigragéo de latinos de paises endémicos e a falta de controles especificos nos
bancos de sangue (KJOS et al., 2013, STRASEN et al, 2013).

Coura e Vifias (2010) abordam essa problematica e demonstram através
de uma estimativa do nimero de pessoas infectadas com T.cruzi em paises nao
endémicos para doenca de Chagas: mais de 300 mil pessoas nos Estados
Unidos, mais de 5 mil e quinhentas no Canada, mais de 80 mil na Europa e
regido oeste do Pacifico, mais de 3 mil no Japao e mais de mil e quinhentas na

Australia, como pode ser observado na Figura 6.

Figura 6 - Rotas de migracdo da América Latina e estimativa do nimero de pessoas
infectadas com T.cruzi em paises ndo endémicos.

Fonte: COURA e VINAS, 2010.
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A ocorréncia de casos de infeccdo da doencga de Chagas via placenta ndo
se restringe apenas as mulheres da zona rural de &reas endémicas. Jackson e
colaboradores (2009) relataram casos de transmissdo congénita na Suica e
Lazarte e colaboradores (2012) descreveram o0 primeiro caso nos Estados
Unidos. Apesar dos relatos, ndo h4 uma avaliagdo da incidéncia da transmisséo
congénita em areas ndo endémicas, contudo, na América Latina estima-se que
a contaminacgéo ocorra em mais de 15.000 nascidos por ano (CARLIER et al.,
2011). Em geral, as gestantes chagasicas sao crbnicas e assintomaticas,
contudo, podem apresentar um aumento no risco de parto prematuro, de bebé
com baixo peso ou de natimorto (HOWARD et al., 2013). No Brasil, a prevaléncia
da doenca de Chagas na transmissdo congénita esta entre 0% e 5,2%
(MARTINS- MELO et al., 2014).

A contaminacdo acidental de pessoas em jornada de trabalho ja foi
descrita tanto em paises endémicos como nao endémicos e, em geral, se
resume a infeccdo de técnicos, médicos ou pesquisadores que trabalham com
material contaminado, tais como cultura do parasito, sangue de pacientes e
animais infectados (WHO, 2002).

Casos de transmissdo do T. cruzi via aleitamento materno ja foram
descritos, contudo, como a grande maioria das mées ja se encontra na fase
cronica e apresenta baixa parasitemia, o aleitamento nao deve ser proibido, em
decorréncia do seu extremo beneficio quanto a salde geral do bebé. E
importante ressaltar que sangramento de mamilos durante amamentagéo pode
indicar suspens&o da amamentacdo (NORMAN e LOPEZ-VELEZ, 2013).

A transmissao pela via oral ocorre principalmente por ingestdo de carne
crua ou mal cozida de animais silvestres, ingestao de alimento contaminado com
triatomineos infectados ou suas fezes, ou ainda pelas secre¢des de alguns
mamiferos infectados, popularmente conhecido como gamba (COURA, 2006).
Esta via de transmissdo vem apresentando altos indices entre populacdes de
areas endémicas (Cone Sul: Brasil e Argentina) e paises do norte da América do
Sul (norte do Brasil, Bolivia, Coldmbia e Venezuela), com grande importancia
pela sua frequéncia, dificuldade de controle, falta de reconhecimento e
necessidade de novas estratégias de prevencao, uma vez que as demais vias
encontram-se controladas, devido a medidas profilaticas e controle de vetores

nas regides endémicas.
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No caso dos alimentos, o0 acai tem sido apontado como o mais frequente
alimento envolvido nos casos de doenca de Chagas aguda (DCA) por
transmissao oral no Brasil (PASSOS et al., 2010).

1.2 ACAI

1.2.1 Denominacéao

A palavra acai € de origem tupi — ya-cai - e significa fruto que chora,
ressuma ou deita agua (BRAGA, 1976), provavelmente relacionado ao fato de
que durante o processo de extracdo da polpa, esta flui lentamente, em forma de
grandes gotas, tanto quando extraida manualmente como quando extraida em
peguenas magquinas despolpadoras, de largo uso na Amazénia.

Segundo a lenda, ha muitos anos vivia uma tribo indigena onde, hoje, esta
situada a cidade de Belém. Numa determinada €poca a escassez de alimentos
se tornou um problema para seus habitantes, levando o cacique a decretar a
proibicdo de nascimentos. Por ironia do destino, a filha do cacique, que se
chamava laga, ficou gravida. O cacique ndo voltou atrds em sua decisédo e
mandou matar seu proprio neto. laca chorava dia e noite a perda do filho, até
gue uma noite ouviu o choro do filho vindo da direcdo de uma arvore que tinha
umas frutinhas cor de vinho. No dia seguinte a india laca foi encontrada morta,
abracada ao tronco dessa arvore. O cacique pediu, entdo, que os cachos da fruta
fossem apanhados, tirando dai o vinho para alimentar os indios da tribo. As
frutinhas ele chamou Acai, em homenagem a sua filha laca (acai ao contrario),
e acabou que revogou o decreto que proibia 0 nascimento de criangas, pois 0
acai bastava para alimentar a todos (MUSEU PARAENSE EMILIO GOELDI,
2003).

Embora na terminologia vulgar seja mais conhecida como acai, outras
denominacfes sdo de uso frequente nas areas de ocorréncia na Amazonia
brasileira, porém de forma mais restrita, destacando-se 0s seguintes nomes: agai
do Para, acai do baixo amazonas, acai de touceira, acai de planta, jucara e

jucara de touceira (CALZAVARA, 1972). Os dois ultimos nomes sdo bastante
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usados no Estado do Maranh&o, mas cientificamente € classificado como
Euterpe oleracea Matrt.

O epiteto genérico € uma homenagem a Euterpe, deusa da mitologia
grega (MARCHIORI,1995) e traduzido do grego significa “elegancia da floresta”,
em alusé@o a beleza da planta (STRUDWICK e SOBEL, 1986) como pode ser
observada na Figura 7. Ja o nome especifico “oleracea” significa que parece ou
exala odor semelhante ao do vinho, devido a cor e ao aroma da polpa,

principalmente quando em inicio de fermentacéo.

Figura 7 - Acaizeiros, destacando infrutescéncia a direita.

Fonte: FOLHA DO JURUA, 2016.

Convém ressaltar, ainda, que as outras espécies, do mesmo taxon
geneérico, ocorrentes na Amazonia, sédo igualmente denominadas de acai, dai E.
oleracea ser também chamada, em alguns locais, de acai verdadeiro.

O acaizeiro produz uma baga globosa, fibrosa com 0,5 cm de diametro,
de cor pardo-violacea, contendo uma polpa oleaginosa e comestivel, a semente
possui 0 endocarpo duro e fibroso. Quando completamente maduro, é recoberto
por uma capa branco-acinzentada (Figura 8).
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Figura 8 - Frutos inteiros e descerrados acai do Euterpe
oleracea Mart

Fonte: RABELO, 2013.

1.2.2 Colheita

O acaizeiro ocorre, espontaneamente, no Brasil, nos Estados do Amapa,
Maranhdo, Par4 (CALZAVARA, 1972), Tocantins e no Mato Grosso (BALICK,
1986). Rompendo as fronteiras brasileiras, é encontrado na Guiana, Guiana
Francesa, Suriname, Venezuela (CALZAVARA, 1972) e Colémbia (BALICK,
1986). Distribuicdo mais ampla é apresentada por HENDERSON e GALEANO
(1996), que assinalam a presenca dessa palmeira, também, no Panama,
Equador e Trinidad.

As maiores areas ocupadas com essa espécie, porém, encontram-se na
Amazobnia Oriental brasileira, mais precisamente na regido do estuario do rio
Amazonas, considerada como seu centro de origem e onde encontram-se
densas e diversificadas popula¢des, ocupando, com maior frequéncia, terrenos
que, em funcao do fluxo e refluxo das marés, estdo submetidos a inundacoes
periddicas. E também encontrado em areas permanentemente alagadas e em
terra firme embora em densidades bem menores.

O acaizeiro inicia seu ciclo de producéo de frutos com a idade entre 3 e 4
anos. A sua inflorescéncia € formada por um conjunto de ramos com numeros
variaveis de flores masculinas e femininas que, ap6s o desenvolvimento dos

frutos, é conhecido por cacho.
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O florescimento ocorre durante todos os meses do ano, com o pico entre
0os meses de fevereiro e julho. Apos a abertura (antese) e fecundacao das flores,
sao necessarios, aproximadamente, de 5 a 6 meses para os frutos atingirem a
fase de colheita (EMBRAPA, 2008).

A producéo anual de cachos frutiferos depende da fertilidade e umidade
do solo, e da luminosidade. Cada cacho, frequentemente, contém algumas
centenas de frutos que, quando maduros, tém a coloragao roxo-escura, por isso
muitas vezes € denominado de roxo ou preto, sendo excecao o agaizeiro do tipo
branco, com a coloracéo verde.

Na Regido do Estuario Amazbnico se destacam duas épocas
perfeitamente diferenciadas para a producdo de frutos de acaizeiro. A safra de
inverno corresponde a época das chuvas e os frutos, nesse periodo,
normalmente sdo colhidos em diferentes estagios de maturagéo, tém a coloragéo
roxo-azulada e o acai produzido é considerado de qualidade inferior. A safra de
verao ocorre no periodo de estiagem, com um volume de producdo de duas a
trés vezes maior que a safra de inverno. Os cachos apresentam maior
homogeneidade quanto ao estagio de maturagéo e o acai obtido tem a coloracdo
vermelho-arroxeada, o qual é considerado de melhor qualidade sensorial.

No Estado do Amapa a producgédo de frutos é mais acentuada no periodo
compreendido entre janeiro e junho, com picos de producado de fevereiro a abril
e, no Estado do Amazonas, a producédo vai de janeiro a agosto. Portanto, existem
variacdes entre as diferentes regides produtoras quanto ao periodo de producéo
de frutos (HOMMA et al., 2006).

A colheita se inicia aos 180 dias ap0s a antese, ocasido em que o epicarpo
apresenta uma coloracao roxo-escura ou verde-escura, ambas recobertas por
uma camada acinzentada (OLIVEIRA et al., 1998). A colheita é uma operagao
onerosa e dificil, pois os estipes atingem facilmente de 10 a 15 metros de altura,
com o perigo de quebra ou tombamento dos mesmos.

O colhedor escala o estipe com auxilio de uma peconha e corta o cacho,
na sua base, tendo o cuidado para que nédo se desprenda uma quantidade
elevada de frutos das raquilas. Apds o corte, o cacho normalmente é depositado
ao solo, mas é recomendado fazé-lo sobre lona ou toalha de plastico, pois com
essa pratica é possivel evitar a maior contaminacao dos frutos (HOMMA et al.,
2006).
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Apbs a colheita dos cachos, ainda no acaizal, sdo realizadas as operagdes
de debulha e de catacao, que consistem da liberag&o dos frutos dos cachos e da
selecéo dos frutos de acordo com a coloragéo ou estagio de maturacdo (HOMMA
et al., 2006).

Os frutos do acaizeiro devem ser debulhados, preferencialmente, sobre
lonas ou plasticos, ou ainda diretamente nas caixas de plastico, evitando o
contato direto dos frutos com o solo ou com qualquer outro contaminante, como
combustiveis ou produtos quimicos. Nessa operacéo, é feita a selecéo visual e
a eliminagcao de frutos atacados por insetos, doengas ou animais e daqueles
contaminados por material fecal de aves (EMBRAPA, 2008).

Os frutos, apés a colheita e debulha manual das raquilas, séo
acondicionados, rusticamente, em cestos ou paneiros, feitos com fibras vegetais.
O acondicionamento dos frutos também pode ser feito em caixas de plastico
utilizadas na colheita e transporte de outras frutas, as quais possuem aberturas
laterais facilitando a aeracdo. Essas caixas sado mais faceis de higienizar,
resistentes e duraveis, além de proteger os frutos contra danos mecanicos, tdo
comuns nos frutos do acaizeiro quando acondicionados em cestos ou paneiros,
causado pelo empilhamento desses durante o transporte aos centros
consumidores (EMBRAPA, 2008).

Os frutos de acaizeiro sdo muito pereciveis, por isso devem ser
despolpados no tempo maximo de 24 horas, apos a colheita, quando estocados
sob temperatura ambiente. O processo de degradacdo é acelerado,
principalmente, pelas temperaturas elevadas nas éareas de producdo e
comercializacdo, o que torna a protecdo contra radiacdo solar direta um fator
importante para evitar a perda excessiva de agua, prejudicial a despolpa, pois
provoca a diminui¢cao do rendimento e o acgai obtido apresentara cor inadequada,
com restricoes da aceitabilidade quando da comercializacdo (EMBRAPA, 2008).

O horario matutino é fundamental para o transporte, pois os frutos estédo
com a temperatura mais baixa, o que reduz o processo de degradacdo. Quando
o transporte € realizado nas primeiras horas do dia, garante, dependendo da
distancia, a chegada dos frutos nos grandes centros consumidores, como Belém,
no dia seguinte ao da colheita (EMBRAPA, 2008).
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Na Regido Amazonica, 0 meio de transporte mais utilizado € o fluvial, o
que facilita o0 escoamento da producao de frutos de acaizeiro provenientes das
areas de varzeas (EMBRAPA 2008).

1.2.3 Processamento

1.2.3.1 Processamento industrial

O processamento industrial para extracdo do acai envolve diversas
etapas que podem ser observadas na Figura 9 e sdo descritas pela EMBRAPA
(2008) a seguir.

Os frutos de acaizeiro chegam as unidades de processamento
acondicionados em cestos, paneiros ou caixas de plastico, 0s quais sdo pesados
e conduzidos para o processo de selecéo.

A selecdo manual dos frutos, geralmente, € realizada em mesas de aco
inoxidavel, dotadas de peneiras, cujas dimensbes possam reter os frutos,
deixando passar as impurezas menores, como 0s restos de sépalas, fragmentos
de raquilas, terra, frutos desidratados e outras impurezas. Nessa etapa, os frutos
verdes e em estado fitossanitario precario, ou mesmo com qualquer outro tipo
de defeito, que os torne inadequados ao processamento, devem ser retirados do
lote.

Em algumas industrias de processamento, os frutos passam por um
equipamento dotado de ventilador para a retirada das sujidades adquiridas na
colheita, no transporte ou oriundas dos proprios frutos.

No processo industrial, os frutos de acaizeiro sdo transportados para um
sistema composto de quatro lavagens em série: na primeira, os frutos sao
imersos em agua para a retirada das sujidades aderidas aos frutos; na segunda,
os frutos também sdo imersos em agua para o amolecimento do epicarpo e do
mesocarpo, com a finalidade de facilitar o processo de despolpamento; a terceira

lavagem é feita com agua clorada (20 ppm a 50 ppm de cloro ativo), por cerca
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de 20 a 40 minutos. Na quarta, o excesso de cloro é retirado por meio da lavagem
por aspersdo com agua potavel.

No primeiro estagio do processamento, os frutos, com o auxilio de injecao
de 4gua, sao despolpados, cuja operacao consiste da remocao da polpa do acai.

Quando o despolpamento € efetuado sem a adi¢cdo de agua, obtém-se a
polpa integral de acai. Essa forma de obtenc&o do produto, tem sido usada
apenas experimentalmente, visa basicamente o atendimento de mercados
distantes dos centros de producdo, por possibilitar reducdo substancial nos
custos de congelamento e de transporte. No entanto, nenhuma das
despolpadoras disponiveis no mercado processa com eficiéncia o fruto sem
adicao de agua.

O acai obtido pelo despolpamento pode ser imediatamente embalado e
congelado ou passar por tratamento térmico.

No tratamento térmico, por pasteurizacdo, o produto é bombeado para o
trocador de calor, do tipo tubular, sob a temperatura de 80°C a 85°C, durante 10
segundos, e imediatamente resfriado no proprio trocador de calor. No final do

tratamento, o produto deve ser retirado com a temperatura de 5°C.
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Figura 9 - Processamento industrial do acai

1°e 2° Lavagem 3° e 4°Lavagem
50 ppm CI/ 40 min
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Fonte: Adapatado de EMBRAPA, 2008.

1.2.3.2 Processamento artesanal

No processamento artesanal sdo utilizadas as tradicionais maquinas
despolpadeiras ou, popularmente denominadas de batedeiras, construidas em
aco inoxidavel, modelo vertical, que procede ao despolpamento de bateladas de
frutos de agaizeiro com a adig&o de agua.

Nos municipios do Para estd sendo realizado pelo Departamento de
Vigilancia do Estado /SESPA um intenso trabalho de conscientizacdo e
treinamento para que as etapas de peneiramento para retiradas de sujidades,
lavagens e branqueamento sejam realizadas pelos batedores de acgai, como séo
chamadas as pessoas que produzem acai de forma artesanal ou em pequenos

estabelecimentos semi-industriais (comunicacéo pessoal).
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O acai quando nao-submetido a processos de conservacao, tem a vida
de prateleira muito curta, no maximo 12 horas, mesmo sob refrigeragdo. A sua
alta perecibilidade pode estar associada, principalmente, a elevada carga
microbiana presente no fruto, causada por condi¢cdes inadequadas de colheita,
acondicionamento, transporte e processamento.

A adocdo de boas préticas agricolas (BPA) e de fabricacdo (BPF)
minimizam a probabilidade de contaminacdo microbiologica dos frutos do acai
durante o processamento, contribuindo para a conservagao do produto.

Resumidamente, o acai € o produto extraido do epicarpo e do mesocarpo,
partes comestiveis do fruto do acaizeiro, ap6s amolecimento obtido por
processos tecnolégicos adequados e pode ser classificado de acordo com a
Instru¢do Normativa n°®1 de 07/01/2000 (BRASIL, 2000) em:

- Polpa: polpa extraida do acai, sem adigdo de &gua, por meios mecanicos
e sem filtracao;

- Acai grosso ou especial (tipo A): polpa extraida com a adi¢do de agua,
apresenta, apos ser filtrada, mais de 14% de sélidos totais e a aparéncia € muito
densa,

- Acai médio ou regular (tipo B): polpa extraida com a adicdo de agua
apresenta, apos ser filtrada, de 11% a 14% de sdlidos totais e tem a aparéncia
densa;

- Acai fino ou popular (tipo C): polpa extraida com a adicdo de agua
apresenta, apos ser filtrada, de 8% a 11% de sélidos totais e a aparéncia € pouco
densa.

Além da forma tradicional de consumo, a polpa de acai também é
largamente usada na producdo industrial ou artesanal de sorvetes.

Nos ultimos anos diversas outras formas de apresentacdo do produto tém
surgido no mercado tais como: o acgai pasteurizado, o acai com xarope de
guarana, o acai em po, o doce de leite com acai, a geléia e o licor de acai.

Ja o acai em po6 é indicado para o preparo de sorvetes, pudins, tortas,
bolos, biscoitos e doces.

Nas regides centro-oeste, sul, sudeste e nordeste do Brasil, o padréo de
consumo é completamente diferente da Amaz6nia, onde o0 acai €, para grande
consideravel parte da populacdo, componente importante da refei¢cao principal e

bebido puro ou misturado com farinha de mandioca. Na cidade do Rio de Janeiro,
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por exemplo, o acai € consumido, com maior frequéncia, misturado com xarope
de guarana ou/e outras frutas, tais como banana, morango e acerola.

Além desses usos, sao grandes as perspectivas de utilizacdo na industria
de corantes naturais e de bebidas isotonicas. Na culinaria doméstica também
apresenta multiplicidade de usos sendo usada na elaboracdo de bolos, tortas,
cremes, pudins e mousses.

Assim como outras espécies de palmeiras o0 acaizeiro possui muitos usos
desde a folha as raizes e por isso outras propriedades foram ou estdo sendo
estudadas e podem ser aplicadas em diversos usos como: cosméticos, biocidas,
contraste oral para ressonancia e dispositivos biomédicos (ALEXANDRE et al.,
2004; SANCHEZ, 2005; SANTOS et al.,2008; GABRIEL, 2012).

1.2.4 Valor nutricional

O fruto do acaizeiro é consumido somente apds processamento, pois
apresenta escasso rendimento de parte comestivel e sabor relativamente
insipido, quando comparado com a maioria das frutas tropicais tradicionalmente
consumidas como fruta fresca. Além disso, o consumo direto dos frutos, devido
a presenca acentuada de antocianinas deixa nos labios, dentes e gengivas
manchas de coloragdo arroxeada bem acentuadas e de aspecto desagradavel,
embora facilmente removiveis.

O acai possui um rico conteudo nutricional constituido por acidos graxos
polinsaturados, monoinsaturados, saturados, acidos graxos linoleico, oleico e
palmitico, B-sitoesterdis, aminoacidos, vitaminas do complexo B, minerais,
calcio, potassio, magnésio e ferro, além de fibras como as lignanas presentes
em menores quantidades e também exibindo acédo antioxidante (MENEZES et
al., 2008). Adicionalmente, apresenta um rico conteddo em compostos fendlicos
como as antocianinas e outros flavonoides (PORTINHO, 2012). A composi¢éo
nutricional da polpa de acai apresenta elevado teor energético e bom contetudo

de vitaminas, minerais e fibras, conforme observado no Quadro 1.



Quadro 1 - Informag8es nutricionais por 100g de Polpa
de Acai.

Calorias 58kcal

Proteinas 0,89
Lipidios 3,99
AcUcares totais 6,29
Fibra 2,69
Célcio 35mg
Ferro 0,49
Potéssio 124mg
Fosforo 16mg
Magnésio 17mg

Fonte: TACO, 2011
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1.3 DOENCA DE CHAGAS TRANSMITIDA POR VIA ORAL E REGISTROS DE
SURTOS ENVOLVENDO ALIMENTOS

Desde a década de 30, diversos estudos experimentais vém
demonstrando a transmissédo do T. cruzi para animais onivoros ou insetivoros
que se alimentam de barbeiros infectados ou que ingerem comida contaminada
com o parasito (PEREIRA et al., 2010). Suspeita-se que o primeiro caso descrito
de transmisséo oral tenha ocorrido ainda durante os estudos de Carlos Chagas
juntamente com o Dr. Oswaldo Cruz ao verificar a presenca de T. cruzi no sangue
periférico de saguis Callithrix que foram expostos a triatomineos infectados e,
possivelmente, se alimentaram dos insetos (COURA, 2013).

A possibilidade de transmissao da infeccao por via oral foi demonstrada
experimentalmente, pela primeira vez por Nathan-Larrier (1921 apud DIAS,
2006) ao reproduzir a doenca de Chagas em animais de laboratério que
receberam formas tripomastigotas do parasito por via oral e por Brumpt (1931
apud DIAS, 2006) colocando fezes de triatomineos infectados na mucosa bucal
de animais, confirmada logo depois, por Kofoid e Donat (1933 apud DIAS, 2006)
e por Cardoso (1933 apud DIAS, 2006). Marsden induziu em camundongos a
transmissao experimental por via intra-gastrica (1967 apud DIAS, 2006). Na
década de 1930, Mazza e colaboradores (1936), relataram a infeccéo de ratos
sadios que devoraram um roedor silvestre infectado, também registrando a
infeccdo experimental de cdes que ingeriram moscas domeésticas alimentadas
com fezes de triatomineos portadores de T. cruzi. Vergani (1952 apud DIAS,
2006) infectou cées por via oral, obrigando-os a comerem moscas alimentadas
previamente em sangue infectado. Rykman (1966 apud DIAS, 2006) conseguiu
infeccbes fugazes em lagartos alimentados com fezes de triatomineos
infectados, observando aumento de viruléncia na cepa recuperada, enquanto
Davis e colaboradores (1980), infectaram raposas por via oral, com triturado de
barbeiros portadores de parasita. Entretanto, a maior experiéncia coube a Carlos
Diaz Ungria e colaboradores (1960 e 1980 apud DIAS, 2006) na Venezuela que
trabalharam com caes, cobaias e roedores, infectando-os por via oral com cepas
locais de T. cruzi originadas de triatomineos naturalmente infectados.

Importantes conclusdes foram verificadas através desse estudo como: os caes
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eram facilmente contaminados quando ingeriam leite ou soro contendo fezes
infectadas de Rhodnius prolixus; o periodo de incubacao era maior pela via oral
do que pelas vias intramuscular, subcutanea ou intraperitoneal, sendo o éxito
da via oral geralmente dependente de indculos grandes; comprovacao da
infeccdo intestinal de camundongos através da liberacdo de capsulas de gelatina
contendo fezes de triatomineos infectados; fezes de triatomineos infectados
produziram pela via oral infeccfes muito mais intensas que material de cultura e
comprovaram sinais de penetracdo do parasita em mucosa oral, esofagiana,
géastrica e intestinal, ressaltando reacdo local importante, com formacéo de
mesenterite e focos primarios no intersticio hepatico, posteriormente se
dispersando o parasita pelo sistema porta (COURA, 2006).

Em 1985, Jansen e Deane constataram a infeccdo de camundongos que
ingeriram alimentos contaminados com excrementos do gamba Didelphis
marsupialis, ampliando as acdes deste marsupial como reservatorio e
transmissor do T. cruzi. (JANSEN e DEANE, 1985)

Em 1994, Calvo-Méndez e colaboradores demonstraram a infeccao
chagasica por via oral em camundongos pela administracdo de agua potavel,
leite pasteurizado, carne moida crua ou cozida, queijo fresco e arroz cozido
contaminados com fezes de Triatoma pallidepennis, concluindo que o leite se
apresentou como o meio mais efetivo para a transmissao do T. cruzi.

Castanho et al., 2002 relataram a possibilidade da infeccdo chagasica
utilizando caldo de cana contaminado com fezes de Rhodnius neglectus
contendo T. cruzi na alimentacédo de camundongos.

Em 2008, Yoshida descreveu, atravées de estudos de infeccao
experimental por T. cruzi pela via oral, a rota das formas tripomastigotas
metaciclicas inoculadas oralmente, que escapam da a¢do do suco gastrico
protegendo-se na camada de mucina e atravessando a mucosa gastrica. A
infeccdo de células da parede do estbmago ocorre via ativacado de sinais nas
células hospedeiras desencadeadas por diferentes moléculas de superficies de
parasitos. A invasdo de cepas distintas de T. cruzi nas células depende de
diferentes glicoproteinas de superficie como gp82, gp30 e gp90 e apresenta
variados niveis de invasédo. T. cruzi é o Unico micro-organismo conhecido cuja
porta de entrada para infeccdo sistémica é o epitélio gastrico (Figura 10)
(YOSHIDA, 2008, 2011).
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Figura 10 - Células de T. cruzi invadindo o epitélio da mucosa gastrica.

Cryptosporidium Toxoplasma Entamoeba Trypanosoma

Giardia sp. = , 2 4
sp. gondii histolytica cruzi

o

Gastric mucosal

Intestinal mucosal epithelium oy
epithelium

Fonte: YOSHIDA, 2011.
Legenda: AD, disco adesivo; AO, organelas apicais; IR, resposta inflamatdria; LP, lamina prépria;

MJ, movimento da jun¢éo; PV, vaculolo parasitoforo.

Barbosa-Labello, em 2010, demonstrou em seu trabalho utilizando
modelo animal, que o T.cruzi foi capaz de sobreviver na polpa de acai por
diferentes periodos de incubacéo e sob diversos tratamentos térmicos, além de
preservar a sua viruléncia em camundongos.

O primeiro caso de infeccdo humana pela via oral foi registrado na
Argentina por Mazza e colaboradores em 1936 através da ingestdo do leite
materno. No mesmo pais foram relatados casos de criangas que adoeceram
apos consumo de remédio caseiro contendo sangue fresco de tatu e de carne
crua de animais silvestres (STORINO e JORG, 1994).

No Equador, Amunarriz et al. (1991) e Aguilar e Yépez (1995) relataram a
possibilidade de transmisséo oral para os indios através da ingestdo de carnes
de animais silvestres que é uma importante fonte alimentar para os nativos da
regido da Amazonia equatoriana.

Na Colébmbia, Rodriguez et al. (1992) descreveram um surto entre 6
militares que ingeriram carne de animais silvestres durante um trabalho na selva.
Carceres e colaboradores (1999) descreveram 3 Obitos num grupo de 13
pessoas com a doenga com suspeita de ingestéo de vinho de palma regional.

No Brasil, dentro e fora da regido amazbnica, muitos casos tém sido

registrados em forma de microepidemia caracterizando-se por um grupo de
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pessoas reunidas em um mesmo lugar que ao ingerirem um mesmo tipo de
alimento adoecem quase que simultaneamente com quadro febril e
manifestacbes gerais de uma infeccdo sistémica, porém com alta taxa de
mortalidade (FERREIRA et al., 2014).

Apesar de crescente 0 numero de casos agudos, os relatos dessa fase
da doenca s&o escassos na literatura regional. Segundo Teixeira et al. (2001)
para cada caso agudo notificado, podem ser estimados de 20 a 100 outros
casos, 0 que potencializa a gravidade da doenca.

No periodo de 1965 até 2009 foram registrados 8 surtos fora da regiao

amazonica brasileira, totalizando 106 casos, conforme Quadro 2.
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Quadro 2 - Surtos de doenc¢a de Chagas pela transmisséo oral fora da Amazonia brasileira, no
periodo de 1965 a 2009.

LOCAL ANO N. DE N. DE ALIMENTO REFERENCIAS
CASOS OBITOS SUSPEITO
Teutdnia — RS 1965 17 6 ND Coura, 1966.
Riacho de 1979 20 ND ND Barrett et al, 1980.
Santana — BA
Catolé da Rocha 1986 26 2 Caldo de cana Shikanay-Yasuda,
- PB 1987.
Navegantes -SC 2005 24 3 Caldo de cana Brasil (SVS), 2005.
Redencdo - CE 2006 8 2 ND Dias et al, 2008.
Ibitinga e 2006 7 2 Agua Dias et al, 2008.

Macaubas - BA

Axixa do 2009 4 ND Palmito Oliveira et al, 2009.
Tocantins - TO

TOTAL 106 15

Fonte: FERREIRA et al., 2014.

Na regido amazonica brasileira, 0 nUmero de surtos é bem maior do que
nas regides apresentadas anteriormente. Foram 149 surtos distribuidos pelos
estados do Acre (3), Amapa (22), Amazonas (2), Maranhédo (2) e Para (120),
totalizando 423 casos descritos entre os anos de 1968 a 2010. Os surtos estado
descritos no Quadro 3.

De fato, as peculiaridades da epidemiologia da DCA nas areas de
ocorréncia de casos por esta modalidade de transmissao trazem novos desafios
aos paises, no que se refere a estruturacdo de acdes voltadas para atencéao,
vigilancia, prevencao e controle, com vistas a respostas oportunas para toda a
sociedade (PANAFTOSA-VP/OPAS/OMS, 2009).
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Quadro 3 - Surtos de doenca de Chagas pela transmisséo oral na Amazdnia brasileira, no
periodo de 1968 a 2010.

LOCAL ANO N. DE ,N. DE ALIMENTO REFERENCIAS
CASOS OBITOS SUSPEITO
Belém - PA 1968 4 ND ND Shaw et al, 1969.
Amapa e Para 1982 - 149 ND Acai Valente et al, 2002.
2001
Igarapé -Miri - PA 2002 12 2 ND Pinto et al, 2003.
Belém - PA 2004 3 ND ND Valente et al, 2005.
Santarém - PA 2006 21 ND Bacaba Crespo et al, 2007.
Regido 2007 88 4 Acai Pereira et al, 2009.
amazonica
Regido Norte 2008 129 ND Acai Brasil, 2007.
Rio Negro - AM 2010 17 ND Acai Souza-Lima et al, 2013.
TOTAL 423 06

Fonte: FERREIRA et al., 2014

1.4 ESTRATEGIAS E ACOES GOVERNAMENTAIS PARA REDUZIR OS
NUMEROS DE CASOS DE DCA POR TRANSMISSAO ORAL

Em 2005, foi publicado o “Consenso Brasileiro de doenca de Chagas” com
0s objetivos de padronizar as estratégias de diagnéstico, tratamento, prevencao
e controle da doenca de Chagas (BRASIL/MS, 2005).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da RDC n
218 de 29/07/2005, publicou um regulamento técnico de procedimentos
higiénico-sanitarios para manipulacdo de alimentos e bebidas preparados com
vegetais (BRASIL, 2005).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, através da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), elaborou um
procedimento para processamento de acai, com etapas desde a colheita até
congelamento e estoque visando tanto o processamento tradicional quanto o
industrial (EMBRAPA, 2008).

Uma consulta técnica em epidemiologia, prevencdo e manejo da
transmissdo da doenca de Chagas como doenca transmitida por alimentos

ocorreu em 2006 e algumas recomendacdes foram realizadas: definicdo de
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casos suspeitos, provaveis e confirmados de transmissdo oral; fomento a
pesquisa basica e aplicada, para que possam ser obtidos conhecimentos que
ajudem a compreensao do fendmeno de transmissdao oral do T. cruzi e
consequentemente, a sua melhor interpretacdo epidemioldégica e de
prevencao/controle tais como técnicas de deteccdo do T. cruzi, em alimentos,
dentre outras (PANAFTOSA, 2006).

A ANVISA elaborou um informe técnico sobre o gerenciamento do risco
sanitario na transmissdo de doenca de Chagas aguda por alimentos e
recomendou a comunidade cientifica que os seguintes temas necessitam ser
pesquisados: viabilidade do T. cruzi em alimento, técnicas de deteccédo e de
inativacdo de T. cruzi em alimentos, formas de contaminagéo de T. cruzi por
alimentos e medidas de controle desenvolvidas por meio de investigacdes
epidemioldgicas consistentes. No que refere-se as a¢des de vigilancia sanitéria,
foi criado um plano de acdo para melhoria da qualidade higiénico sanitaria do
acai e a urgéncia de cada acao. Dentre estas estdo o incentivo e o fomento a
producdo cientifica, incluir o acai no programa estadual de monitoramento de
alimentos, desenvolver andlise de risco sobre 0 acai, incentivar a criacdo de
redes de comunicacdo de surtos pelas regionais e municipios e elaborar um
diagnostico do produto acgai com informagfes disponiveis sobre producéo e
mercado (BRASIL, 2008).

Em 2009, um “Guia de vigilancia, prevencéo, controle e manejo clinico, da
doenca de Chagas aguda transmitida por alimentos” foi elaborado destinando-
se em particular agueles gestores e trabalhadores da salde que exercem suas
atividades em regides onde o acesso a informacao é dificil, reduzindo a
possibilidade de trocar experiéncia com outros parceiros, particularmente com a
populacao, e que vem enfrentando uma demanda crescente de casos suspeitos
deste agravo, em particular na regido amazonica (PANAFTOSA-VP/OPAS/OMS,
2009).

No Estado do Par4, foi criado o Programa Estadual da Qualidade do Acai,
que tem a participacdo de instituicbes como Secretaria Estadual de Saude
Publica (SESPA), Servico Brasileiro de Apoio as micro e pequenas Empresas
(SEBRAE-Para), Servico Nacional de Aprendizado Industrial (SENAI), ANVISA,
EMBRAPA, Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER),
Instituto Evandro Chagas, entre outras. No Programa, estd em curso a
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capacitacdo de batedores de agai em boas préticas alimentares, de acordo com
as normas do Programa Alimento Seguro (PAS) (PARA, 2010).

Um estudo do Ministério da Saude em parceria com a Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), concluiu que os processos de refrigeracao
da polpa de agai por até 144 horas e congelamento durante 26 horas néo se
mostraram efetivos como métodos de controle a transmissdo alimentar da DCA
e 0 estresse térmico observado no tratamento combinado com temperatura
ambiente e 4°C demonstrou que o parasito tem uma excelente adaptacdo a
polpa de acai, sendo pouco afetado pelas condi¢cdes externas. Este fato é
relevante, considerando que muitas vezes as condi¢cdes de transporte séo
precérias e ainda assim o T. cruzi sobrevive e mantém a viruléncia (PASSOS et.
al, 2010).

A manutencdo dos progressos alcancados no controle da doenca de
Chagas dependera do compromisso politico e na retencéo de recursos de saude
publica. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), na 632 Assembleia Mundial
de Saude em maio de 2010, aconselhou os Estados-Membros, onde a doenca é
endémica ou nao-endémica, a controlar todas as vias de transmisséo, inclusive
a oral e integrar os cuidados de pacientes com todas as formas clinicas da
doenca nos servigos de atencao primaria (WHO, 2010).

A OMS tem sido solicitada a facilitar a criacdo de redes a nivel global e
reforcar as capacidades regionais e nacionais com foco no fortalecimento
mundial de vigilancia epidemiolégica da doenca; para prevenir todas as formas
de transmissao; e promover 0 acesso precoce ao diagndstico e tratamento. A
OMS também tem sido solicitada a colaborar com os Estados-Membros e
iniciativas intergovernamentais com o intuito de estabelecer objetivos e metas
para a prevencao e controle da doenca; a promover pesquisas relacionadas a
prevencdo, controle e atencdo; a avancar em esforgos intersetoriais e
colaboracéo, e a apoiar as mobilizacdes de recursos nacionais e internacionais,

publicos e privadas para esses objetivos (WHO, 2010).
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1.5 METODOS MOLECULARES APLICADOS NAS ANALISES DE
ALIMENTOS

Ha uma necessidade urgente na disponibilizacdo de métodos confiaveis
para deteccéo de T. cruzi em alimentos, tanto do ponto de vista de investigagcbes
epidemioldgicas nos casos das microepidemias quanto do controle de qualidade
dos produtos comercializados no mercado.

Atualmente ndo existem métodos oficiais que visem a deteccdo deste
patdogeno em alimentos a fim de dar uma resposta rapida para os sistemas de
vigilancia em saude.

Os métodos moleculares aplicados ao controle de qualidade de alimentos
ja sdo uma realidade e merecem atencdo quanto sua disponibilidade aos
produtos sujeitos a vigilancia sanitaria.

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) é um método bastante
utilizado na deteccdo de patdégenos em alimentos. Métodos baseados na PCR
tem a vantagem de serem rapidos e devido a sua alta sensibilidade e
especificidade conseguem uma identificacédo precisa do agente patogénico.

Uma das abordagens deste trabalho sera a possibilidade de implantacao
da PCR como ferramenta para detectar a contaminacdo por T. cruzi em
alimentos contendo acai, avaliando dessa forma as condi¢des higiénico-
sanitarias desses produtos disponiveis no comércio brasileiro.

Técnicas baseadas na PCR tem sido amplamente utilizadas na deteccéo
de T. cruzi em material biolébgico como o sangue, porém em matriz alimenticia
para deteccdo de T. cruzi sera pioneira.

Conceituada por Kary Mullis em 1985, a PCR € um processo enzimatico,
in vitro, para amplificacdo de uma sequéncia especifica de &cido
desoxirribonucleico (DNA). A PCR de primeira geragédo, como desenvolvida por
Mullis, esta baseada no emprego de dois iniciadores especificos (pequenos
fragmentos de DNA fita simples, com orientacdes opostas) que flanqueiam a
sequéncia de DNA a ser amplificada e, pela acdo da enzima DNA polimerase,
sintetizam uma cépia da regido do DNA delimitada por eles (MULLIS et al.,
1987).
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Essa técnica envolve trés etapas basicas de variagdo de temperatura e
consiste de ciclos repetitivos, ou seja: desnaturacdo do DNA molde em uma fita
simples, anelamento dos iniciadores as regiées complementares no DNA molde
e extensao e sintese do fragmento de DNA. Este ciclo é repetido em torno de 20
a 40 vezes, sendo que cada novo fragmento sintetizado serve como molde nos
ciclos subsequentes, resultando em aumento exponencial do nimero de cépias
da regido do DNA alvo. A principal vantagem da amplificacdo de DNA € a
estabilidade destas sequéncias que ndo sao afetadas por condicées ambientais
ou de cultivo.

Na PCR convencional, uma aliquota do produto amplificado é aplicada em
gel de agarose, submetida a eletroforese, com corante intercalante e visualizada
sob luz ultravioleta. A comparacéo, entre as amostras, da presenca de bandas
de mesmo peso molecular e a sua intensidade determinam um resultado
qualitativo sobre a presenca do alvo amplificado.

A segunda geracao de métodos que empregam a PCR, denominada PCR
em Tempo Real, vem sendo usada para deteccéo de patdgenos, inclusive os de
origem alimentar. Estes métodos combinam as etapas de amplificacdo e
deteccdo em uma Unica reacao fechada, o que minimiza o risco de contaminacao
da amostra. A principal diferenca entre a PCR convencional e a PCR em Tempo
Real é que, nesta ultima, € possivel detectar o aumento do numero de copias do
DNA alvo a medida que a reacéo € realizada. Isto ocorre porque componentes
fluorescentes estdo presentes na reacdo e a intensidade da resposta é
diretamente proporcional a amplificacdo do DNA alvo. O desenvolvimento de
meétodos automatizados baseados em compostos fluorescentes tornou possivel
a eliminacéo do processamento pos-PCR para analises dos produtos resultantes
da amplificacdo. Nos sistemas que utilizam as sondas de hibridiza¢ao, pequenos
oligonucleotideos marcados com corantes fluorescentes hibridizam dentro da
regido delimitada pelos iniciadores aumentando assim a especificidade da
reacao de PCR.

A especificidade da técnica de PCR em tempo real depende tanto do
sistema quimico utilizado para gerar e monitorar a reacdo como do instrumento
usado para monitorar o sinal. Varios sistemas quimicos ja foram desenvolvidos
sendo os mais utilizados os corantes intercalantes como o SYBR Green |; os

sistemas baseados em iniciadores marcados com corantes fluorescentes como o
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LUX, Amplifluor e Plexor; e as sondas de hibridizacdo TagMan®, TagManMinor
Grove (MGB), LNA, Molecular Beacons e Scorpions (GASPARIC et al.,2010).

Um dos corantes intercalantes mais utilizados € o SYBR Green | que se
liga inespecificamente a dupla fita de DNA, néo se ligando a fita simples. Como
consequéncia dessa ligacdo, a fluorescéncia € aumentada de 800 até 1000
vezes. A medida que a reacéo de PCR vai ocorrendo, o aumento da quantidade
do DNA sintetizado resulta em um aumento do sinal fluorescente. Deve ser feita
uma analise posterior através da curva de dissociacao térmica dos produtos
resultantes da amplificacdo (WEIGHARDT, 2004).

Dessa maneira, todas essas caracteristicas vdo ao encontro de muitos
critérios importantes de diagndstico, como rapidez, automacéo e risco minimo

de contaminacao do DNA.

1.6. JUSTIFICATIVA

A ocorréncia de doenca de Chagas aguda (DCA) por transmisséo oral,
relacionada ao consumo de alimentos até o ano de 2004, constituia um evento
pouco conhecido ou investigado. O que era considerado de ocorréncia
esporadica e circunstancial tornou-se frequente na regido amazbnica e esta
relacionada a ocorréncia de surtos recentes em diversos estados brasileiros.

Atualmente, a transmissdo oral da doenca de Chagas para seres
humanos e outros mamiferos estd demonstrada experimental, clinica e
epidemiologicamente, significando hoje uma importante via de transmisséao,
responsavel pelo aumento da morbi-mortalidade da forma aguda da doenca,
embora haja necessidade de mais estudos cientificos.

Os casos recentes notificados no Brasil de DCA estao relacionados
principalmente ao consumo do suco de acai, considerado um alimento essencial
na dieta da populacéo da Regido Norte. O acai tem sido apreciado tanto por seu
valor nutricional, quanto pelo seu sabor caracteristico, deixando de ser
consumido somente nas regides produtoras, estendendo por todo o territério
brasileiro e até mesmo exportado para outros paises. As formas de consumo do

acai sdo bastante diversificadas, apresentando-se como polpas congeladas e
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polpas misturadas com outros frutos como banana, acerola, morango ou com
xarope de guarana ou cana de agucar. Pode-se encontrar tais preparacdes em
lanchonetes, restaurantes, comércio ambulante ou em supermercados. As
plantacdes de acai estdo localizadas em regibes endémicas para doenca de
Chagas, onde o processamento é realizado. Embora existam diretrizes
acordadas para a manufatura do fruto a fim de minimizar a contaminacéo, faz-
se necessario o controle de qualidade destes produtos. Para tal devem existir
metodologias apropriadas para atender essa demanda, a fim de que um
monitoramento destes produtos seja realizado para resguardar a saude da
populacao.

O Ministério da Agricultura e do Abastecimento através da Instrucéo
Normativa n° 1, de 07 de janeiro de 2000, aprovou o regulamento técnico para
fixacdo dos padrbes de Identidade e Qualidade para polpa de frutas, dentre as
quais encontra-se a polpa de acgai. Quanto aos ingredientes basicos, a polpa de
acai e o acai devem ser obtidos de frutas frescas, sas, maduras, desprovidas de
terra, sujidade, parasitas e microrganismos que possam tornar o produto
impréprio para consumo (BRASIL, 2000).

Entre as vérias recomendacgdes do centro Pan-Americano de Febre Aftosa
(PANAFTOSA) realizada em 2006 destaca que o0s paises endémicos
considerem a via de transmissao oral da doenca de Chagas como importante
para o diagndstico, prevencao, manejo e controle, dado a sua incidéncia e morbi-
mortalidade. Recomenda-se também que haja fomento para a pesquisa basica
e aplicada no tema que ajude na compreensao do fendmeno de transmisséo oral
do T. cruzi e consequentemente a sua melhor interpretacdo epidemioldgica e de
prevencao/controle como estabelecimentos de técnicas de detecgéo do T. cruzi
em alimentos, entre outras.

Portanto, existem novos desafios para o Brasil no que se refere a
estruturacdo de acfes voltadas para atencéo, vigilancia, prevencéo e controle
das doencas transmitidas por alimentos, com vistas a respostas oportunas para
toda a sociedade.

Considerando-se que ha no momento uma série de lacunas no
conhecimento técnico especifico sobre a transmissao oral da doenca de Chagas,

o presente trabalho contribuird nos seguintes aspectos:
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- A disponibilizacdo de método para deteccdo de T. cruzi em alimentos
serda uma ferramenta poderosa na investigacdo epidemiolégica de surtos,
transformando evidéncias epidemiolégicas em dados comprobatérios de que
alimentos estejam efetivamente contaminados com T. cruzi;

- Permitira o controle da qualidade de alimentos, consumidos em todo
territorio brasileiro, oriundos de regiées endémicas como é o caso da polpa de
acai;

- Permitirh uma avaliacdo dos produtos quanto a aplicacdo das boas
praticas de fabricagéao;

- Permitirq a realizacdo da notificacdo junto aos fabricantes para que o
gerenciamento do risco seja realizado;

- Permitira uma identificacdo precisa e rapida do agente patogénico
presente na polpa de agai, através de técnicas moleculares;

Em funcdo da sua misséo institucional, o INCQS tem atuado de forma
participativa na organizacdo de uma estrutura de Vigilancia Sanitaria que permita
identificar, avaliar e gerenciar riscos a saude humana. Isto se tornou um grande
desafio em funcdo da complexidade dos avangos tecnoldgicos, principalmente
na area de alimentos, o que pode vir a ocasionar situacdes de risco, de acao e
controle muitas vezes ainda desconhecidos. Por esta razdo, hd uma
necessidade evidente de desenvolvimento e implantacdo de metodologias de

ponta como a de deteccado de T. cruzi por PCR em produtos alimenticios.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Contribuir para o estudo da transmissdo oral da doenca de Chagas
através da padronizag¢do do ensaio de PCR para deteccdo de DNA de T. cruzi

em acai.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Testar quatro métodos de extracdo de DNA genémico em amostras de

acai;

» Estabelecer e validar o método mais adequado para extracdo de DNA em

matriz de acai;

» Selecionar iniciadores e otimizar a PCR convencional para detecgédo de

DNA de T. cruzi em acai;

» Estabelecer indicadores de desempenho como seletividade, limite de

deteccao e estudo matriz;

» Aplicar o ensaio de PCR convencional em amostras de alimentos que
contenham acai coletadas nos estados do Para e Rio de Janeiro;

» Genotipar DNA de T. cruzi proveniente das amostras positivas ao ensaio
de identificacéo por PCR;

» Realizar ensaios preliminares de PCR em Tempo Real utilizando o
sistema SYBR Green.
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3. METODOLOGIA

O estudo foi realizado no setor de Alimentos do Departamento de
Microbiologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(DM/INCQS/FIOCRUZ/RJ).

Primeiramente, foi desenvolvida uma metodologia para deteccao de T.
cruzi. Para isso, foi implantada uma PCR convencional especifica para deteccéo
de T. cruzi, e alguns parametros de desempenho como limite de detecgéo,
estudo matriz e seletividade foram realizados. Foi selecionado, dentre os quatro
meétodos testados, um método de extracdo de DNA de T. cruzi em uma matriz
de acai que posteriormente foi submetido a validagéo.

ApoOs o desenvolvimento do método, amostras de alimentos contendo acai
foram coletadas e submetidas a metodologia desenvolvida. Das amostras que
apresentaram resultado positivo, seus DNA foram caracterizados
genotipicamente e classificados de acordo com a DTU correspondente.

Com o intuito de futuramente desenvolver uma metodologia mais sensivel
com a PCR em tempo real utilizando sondas, foram realizados ensaios utilizando
PCR em Tempo Real com SYBR Green para uma avaliagdo das amostras com
resultados positivos e negativos obtidos na PCR convencional.

3.1 CEPAS UTILIZADAS NO ESTUDO

3.1.1 Cepas de Leishmania e de Trypanosoma

As cepas de Leishmania e de Trypanosoma foram fornecidas pelo
Instituto Oswaldo Cruz, pertencentes as cole¢cdes de “Trypanosoma de
mamiferos silvestres, doméstico e vetores” (COLTRYP), “de Leishmania” do
Instituto Oswaldo cruz (CLIOC), “de Protozoarios” (COLPROT) e pelo
Laboratorio de Vigilancia em Leishmanioses do Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INI) de acordo com o quadro 4.



61

Quadro 4 - Relagdo de tripanosomatideos utilizados neste estudo.

Espécie Cédigo da cepa Hospedeiro Origem
Cadigo internacional geografica
Leishmania (L.) amazonensis IOC-L 575 Flebotomineos Brasil
IFLA/BR/1967/PH8
Leishmania (V.) guyanensis IOC-L 565 Homo sapiens Brasil
MHOM/BR/1975/M4147
Leishmania (V.) braziliensis IOC-L 566 Homo sapiens Brasil
MHOM/BR/1975/M2903
Leishmania (V.) lainsoni IOC-L 1023 Homo sapiens Brasil
MHOM/BR/1981/M6426
Leishmania (V.) naiffi IOC-L 1365 Dasypus novencictus L. Brasil
MDAS/BR/1979/M5533
Leishmania (V.)shawi IOC-L 1545 Cebus apella Brasil
MCEB/BR/1984/M8408
Trypanosoma mega COLPROT 029 N&o informado N&o informado
Trypanosoma cervi COLPROT 031 N&o informado N&o informado
Trypanosoma lewisi COLPROT 165 N&o informado Né&o informado
Trypanosoma rangeli COLPROT 273 Né&o informado Venezuela
Trypanosoma cruzi COLPROT 295 N&o informado Argentina
Trypanosoma cruzi TCI COLTRYP 016 Didelphis Brasil/SC
MDID/BR/2005/Gambé& aurita
Trypanosoma cruzi TC Il COLTRYP 043 Triatoma tibimaculata Brasil/SC
ITRI/BR/2005/Barbeiro
Trypanosoma cruzi TCI COLTRYP 055 Didelphis marsupialis Brasil/PA
MDID/BR/2008/Gambéa
Trypanosoma cruzi Z3 COLTRYP 370 Rhodnius pictipes Abaetetuba/PA
IRHO/BR/2008/Barbeiro Brasil
Trypanosoma cruzi Il CL INI Triatoma infestans Brasil/RS
Brener

Fonte: Arquivo pessoal

3.1.1.1 Cultivo

O cultivo dos tripanosomatideos foi realizado no Laboratério de Vigilancia
em Leishmanioses do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI),
utilizando garrafas de cultivo celular (TPP — 75cm?) contendo meio bifasico NNN
(Novy, MacNeal e Nicolle) / Schneider (Sigma) acrescido de 10% de soro fetal
bovino (Cultilab) e antibidticos associados (penicilina G potassica: 200
unidades/mL e estreptomicina: 200ug/mL), em estufa incubadora B.O.D. com
temperatura de 26-28°C durante cerca de 7 dias. O crescimento parasitario foi
acompanhado em microscépio invertido, adicionando-se meio Schneider
completo em volumes e intervalos de acordo com o crescimento da amostra, até

obtencdo de um volume de cultura com cerca de 30-50mL. Apds, a cultura foi
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transferida para tubos tipo FALCON de 50 mL e centrifugada a 7000 rpm por 10
minutos a 4°C. Apds desprezar o sobrenadante as culturas foram submetidas a
duas lavagens utilizando solucédo tampéao de lavagem (NaCl 0,85% adicionada
de 0,01M de EDTA, pH 8,0). Na ultima etapa, o pellet (sedimento de parasitos)
foi ressuspenso em 2mL de Tampao Fosfato de Sédio (PBS), sendo em seguida
realizada a quantificacdo parasitaria utilizando camara de Neubauer. Apos a
quantificacdo, houve um ajuste no numero de parasitos para serem utilizados

NoS ensaios.

3.1.1.2 Extracdo de DNA

O DNA dos tripanosomatideos foi extraido segundo JRC, 2005.

3.1.2 Cepas de bactérias e fungos

As cepas de bactérias e os fungos foram fornecidos pela Colecdo de
Micro-organismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CMRVS) do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ), de acordo

com o quadro 5.



Quadro 5: Relacao de bactérias e fungos usados no estudo.
Espécie

Caddigo da cepa

Fonte

Origem
geogréfica
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Bacillus cereus INCQS 00435 Nao informado Nao informadq
(ATCC 14579)

Cronobacter INCQS 00578 Faringe de Nao informado

Sakazaki (ATCC 29544) crianca

Escherichia coli INCQS 00033 Na&o informado N&o informadaq
(ATCC 25922)

Staphylococcus INCQS 00015 Isolado clinico Seattle / EUA

aureus (ATCC 25923)

Salmondla INCQS 00150 Tecido animal Tennessee /
(ATCC 14028) EUA

Alternaria alternata INCQS 40291 Nao informado Wisconsin /
(ATCC 46582) EUA

Botrytis cinerea INCQS 41066 Nicotina Alagoas / BR
(UFPE 2802) tabacum

Saccharomyces INCQS 40001 N&o informado N&o informada

cerevisiae (ATCC 2601)

Ogataea polymorpha  INCQS 40116 solo Brasil
(ATCC 34438)

Fonte: Arquivo pessoal

3.1.2.1 Cultivo das bactérias e fungos

Os micro-organismos foram preservados na CMRVS pelo método de
liofilizacdo. A recuperacéo das cepas liofilizadas foi realizada pela hidratacéo do
liéfilo com agua purificada estéril (para fungos) e com caldo infusdo cérebro-
coracdo (BHI, Merck) (para bactérias), por trinta minutos em repouso, a
temperatura de aproximadamente 25°C. As leveduras, Saccharomyces
cerevisiae e Ogataea polymorpha, foram semeadas em tubos de cultura
contendo os meios de extrato de levedura, extrato de malte e agar (YMA, Difco
Laboratories) e incubados a 25°C por 48h e os fungos filamentosos, Alternaria
alternata e Botrytis cinerea, foram semeados em agar batata dextrose (BDA,
Difco Laboratories) e incubados a 25°C por 7dias.

ApOs crescimento das culturas foi transferida uma pequena quantidade
do cultivo em YMA, para as leveduras, e do cultivo em BDA, para os
filamentosos, com o auxilio de uma alga bacteriolégica, para o0 meio de extrato

de levedura, peptona e dextrose (YPD, Difco Laboratories), distribuido em frasco
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Erlenmeyer de 25 mL, com 12 mL de meio e incubado a 25°C por 24 a 72h, com
agitacao rotatoria de 150 rpm.

O cultivo em meio liquido foi transferido para dois tubos Eppendorf® de
2.0 mL e centrifugados a 6000 x g por 5 min em centrifuga refrigerada a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em solucao
fisiol6gica 0.85% de NaCl e novamente centrifugadas. O processo de lavagem
das células foi repetido trés vezes. Posteriormente, as células foram congeladas
a -70°C durante a noite e depois liofilizadas.

As bactérias foram semeadas em placas contendo agar triptona de soja
(TSA, Merck), incubados a 37°C por 24h para verificagcdo da pureza. Apos
isolamento da colbnia considerada livre de contaminacéo, houve transferéncia
para tubo contendo 3 ml de caldo infusdo de cérebro e coracao (BHI, Merck)
incubados a 37 °C por 24h. O cultivo em meio liquido foi transferido para dois
tubos Eppendorf® de 2.0 mL e centrifugados a 10000 x g por 10 min. O sedimento

foi utilizado para realizar extracdo de DNA.

3.1.2.2 Extracdo de DNA

As extracdes de DNA das bactérias e dos fungos foram realizadas com
Kit DNeasy Blood and Tissue (Quiagen), conforme instrucao do fabricante e com
protocolo que utiliza CTAB/cloroformio-isoamilico (O'DONNELL et al., 1997),

respectivamente.

3.2 ALIMENTOS UTILIZADOS NO ESTUDO DE AVALIACAO DOS METODOS

Os alimentos utilizados neste estudo e coletados no comércio local da
cidade do Rio de Janeiro foram: “acai fino”, “acai médio”, “polpa de acai com
xarope de guarand e morangos em pedacos”, “ néctar misto de acai e banana”.
As amostras contendo acai foram utilizadas no Estudo matriz, com excecéo do

acai médio utilizado no ensaio para selecdo do método de extracao.
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A polpa de acai foi adquirida sob a forma congelada, no comércio da
cidade de Belém do Para. Essa amostra também foi utilizada para o estudo
matriz.

Os alimentos descritos acima foram acondicionados e transportadas em
bolsas térmicas contendo gelo reutilizavel rigido até a chegada ao laboratério
onde foram transferidas para freezer a -20°C.

Estavam disponiveis no Setor de Alimentos do INCQS arroz, feijao, soja
e milho utilizados no ensaio de PCR com os iniciadores RBCP1 e RBCP2, para

verificar a amplificabilidade do DNA.

3.2.1 Extracdo de DNA

O DNA das amostras de soja, milho, arroz e feijao foi extraido segundo
Cardarelli-Leite et al, 2005.

3.3 AMOSTRAS DE ALIMENTOS COLETADAS NOS ESTADOS DO RIO DE
JANEIRO E PARA PARA SEREM ANALISADAS COM A METODOLOGIA
DESENVOLVIDA

Foram coletadas um total de 140 amostras de acai em duas etapas
distintas.

A primeira etapa trata-se de um conjunto de quarenta e sete (47) amostras
coletadas de forma aleatéria, pela prépria equipe do laboratério, em
supermercados do Rio de Janeiro (17) e em feiras e comércio do Para (30). Em
agosto de 2010, na cidade do Rio de Janeiro (RJ), foram coletadas 9 amostras
de acai acondicionadas em embalagens plasticas sob a forma congelada e 8
amostras de acgai com guarana e/ou frutas acondicionadas em frascos plastico
sob a forma congelada ou refrigerada. Em novembro de 2010, na cidade de
Belém (PA) foram coletadas 2 polpas de acai, 9 amostras de acai, 2 sobremesas

(1 docinho de acai e 1 bombom com recheio de acai), 2 gelados comestiveis (1
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picolé de acai e 1 sorvete de acai), 2 amostras de mingau (mistura de acai e
arroz cozidos), 2 amostras de sementes de acai e 11 amostras de fruto de acai.

Na segunda etapa foram coletadas 93 amostras no comeércio dos estados
do Rio de Janeiro e Pard, no periodo de 2012 a 2015.

No Rio de janeiro, através da Secretaria de Estado de Saude do Estado
do Rio de Janeiro (SES/RJ), foram coletadas 48 amostras: (27) acai, (1) polpa,
(20) acai com guarana e/ou frutas nos anos de 2011 e 2012.

No Para, foram coletadas pela prefeitura municipal de Belém e
encaminhadas ao Laboratorio Central de Saude Publica do Pard (LACEN/PA) 44
amostras: (20) polpa, (4) acai, e (20) fruto. As amostras de polpa e fruto fizeram
parte da parceria celebrada entre VISA/SESPA/LACEN-PA e INCQS (Setor de
Biologia Molecular/Departamento de Microbiologia) com o objetivo do
monitoramento do produto vendido em barracas e comércio popular do Para nos
anos de 2012 e 2013.

Em 2013 foi coletada uma amostra de polpa de acai em Belém (PA) pela
professora Dr2 Lucia Maria Jaeger de Carvalho (UFRJ) e enviada para nosso

laboratorio para realizacdo da analise para deteccao de T. cruzi.

3.4 ESCOLHA DOS INICIADORES PARA PADRONIZACAO DA PCR

Foram avaliados cinco pares de iniciadores com alvos em diferentes

regides do DNA de T. cruzi, conforme quadro 6.
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Quadro 6: Iniciadores utilizados na avaliacao

Sequéncias dos iniciadores utilizados Tamanho do Referéncia
na rea¢ao de PCR fragmento

12 fase (Nested PCR) 188 pb Piron et al.,
TCZ1 - (5'CGAGCTCTTGCCACAACGGG3) 2007
TCZ2 — (5°CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG3")
22 fase (Nested PCR) 149 pb Piron et al.,
TCZ3 — (5'TGCTGCASTCGGCTGATCGTTTTCGAS") 2007
TCZ4 — (5'CARGSTTGTTTGGTGTGTCCAGTGT-TGTGA3")
D71 - (5’AAGGTGCGTCGACAGTGTGG3") 110 pb Souto et al.,
D72 — (5'TTTTCAGAATGGCCGAACAGT3’) 125 pb 1996
DIAZ 1 — (5'CGCAAACAGATATTGACAGA3’) 195 pb Virreira et al.,
DIAZ 2 — (5'TGTTCACACACTGGACACCAA3) 2003
Tc189F — (5"CCAACGCTCCGGGAAAACS’) 100 pb Chiurillo et al.,
Tc189R — (5"GCGTCTTCTCAGTATGGACTT3') 2003

Fonte: Arquivo pessoal

3.4.1- Avaliacao “in silico” da especificidade dos iniciadores

A especificidade dos iniciadores foi avaliada através da anélise de
homologia utilizando-se a ferramenta Primer-BLAST 2.0 (“Basic Local Alignment
Search Tool”), desenvolvida pelo National Center for Biotechnology Information
(NCBI), da biblioteca Nacional de Medicina do NIH (National Institute of Health),
Maryland, EUA, a qual analisa a especificidade dos iniciadores em relacao ao
alvo desejado fazendo alinhamentos com sequéncias depositadas em um banco
proprio do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome).

3.4.2 - Avaliagao experimental da especificidade dos iniciadores

As reagdes de PCR foram realizadas com os iniciadores selecionados
segundo protocolo descrito nos artigos de referéncia. Os controles da reacéo de
PCR foram realizados utilizando cepas de T. cruzi como controle positivo e T.

rangeli e L. amazonensis como controles negativos.
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3.5 PROCEDIMENTO PARA ESCOLHA DO METODO DE EXTRACAO DE
DNA DE Trypanosoma cruzi NA MATRIZ DE ACAI.

Um pré-teste foi realizado para estabelecer o volume de agai necessério
para proceder a extragdo de DNA.

Primeiramente utilizou-se 300 pL de acai médio, seguindo o protocolo de
extracdo de DNA segundo Cardarelli-Leite et al, 2005. Com resultado satisfatorio
para obtencdo de DNA de acai e considerando que a presenca de T. cruzi no
acai acontece de forma acidental, decidiu-se aumentar o volume de agai para
que a probabilidade de deteccéo do parasito também aumentasse. Um segundo
teste foi realizado seguindo o mesmo protocolo (com mudanca apenas no
volume do tampédo CTAB), com 2 mL de acai, obtendo resultado satisfatério. O
li6filo de acgai foi pesado para verificar se sua massa encontrava se dentro do
estabelecido pelo fabricante do método Nucleo Spin.

Dessa forma, ficou estabelecido o volume de 2 mL de acai para ser

testado com os quatro métodos de extracdo de DNA.

3.5.1 Preparo do acai

O acai classificado como “acai médio” teve seu conteudo de 1 kg
descongelado a 4°C, homogeneizado em “Seward Stomacher ® 400 Laboratory
Blender (Seward,UK) por 30 segundos e velocidade “normal”. O homogenato foi
distribuido em frascos de polipropileno de 50 mL para ser utilizado nos
experimentos.

A extracdo de DNA a partir de 2 mL foi do homogenato de acai foi
realizada segundo Cardarelli-Leite e coloboradores (2005) e em seguida uma
PCR foi realizada segundo Chiurillo e colaboradores (2003) para confirmar a

auséncia de contaminacéao por T. cruzi.
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3.5.2 Contaminacéo artificial do agai

Para cada método de extracdo, cinco frascos de vidro de 30 mL
receberam 2 mL do homogenato de acgai e uma aliquota de suspenséao de células
de T. cruzi CL Brener que resultou em namero final de 1000 (Diluicdo 1), 100
(Diluicao 2), 50 (Diluicdo 3), 10 (Diluicédo 4) e 5 (Diluicao 5) células do parasito
(Figura 11). Este procedimento foi repetido por trés vezes, sendo 15 frascos por
método, totalizando 60 frascos. Essa mistura de acai e células do parasito foi
submetida a um sistema de liofilizagdo no equipamento Edwards L4KR, por
cerca de 20 horas com o objetivo de reduzir o volume da mistura e obter um

li6filo para proceder a extracao.

Figura 11: Desenho esquematico da contaminacao artificial do acai com
células de T. cruzi

Método 1 Método 2 «/ > Método 3 ; Método 4
P = = =,
Diluigdo 1
1000 cels. de T. cruzi
— = = =t
\ﬁ- = = ==
Diluicso 2 (
100 cels. de T. cruzi.
e - -— —
= =
Diluiio 3 [ ] o S
50 cels. de T. cruzi
l . -_— -
| — = = E=3
Diluigio 4 |
10 cels. de . cruzi
—) — ey . e
P = =» =1 =
Diluigdo 5 i (
5 cels. de T. cruzi

Fonte: arquivo pessoal

3.5.3 Extracdo de DNA com quatro diferentes métodos

A partir do li6filo obtido no item anterior, foram testados quatro diferentes

meétodos de extracdo de DNA gendmico. Dois métodos utilizam o brometo de



70

cetil-trimetil-amonio (CTAB), descritos por Cardarelli-Leite e colaboradores
(2005) e Joint Research Centre (2005) e os outros dois sdo métodos disponiveis
comercialmente: DNAzol® (Invitrogen), baseado no uso de guanidina e
NucleoSpin® Food (MACHEREY-NAGEL), que utiliza membrana de silica,
utilizados segundo recomendacdes do fabricante com pequenas adaptacoes.

O método CTAB, conforme descrito por Cardarelli-Leite e colaboradores
(2005), foi utilizado modificando o volume para 3500 puL de detergente CTAB
(20g CTABI/L; 1,4 M NaCl; 0,1 M Tris-HCI; 20 mM EDTA, pH 8,0) que foi
acrescido ao lidfilo e posteriormente homogeneizado em vortex por 30 segundos
e em seguida distribuidos em 3 tubos tipo Eppendorf de 1,5 ml. Apés aquecidos
a 65°C em banho seco durante 1h30 minutos e posteriormente centrifugados a
13000 x g por 10 minutos, 500 pL do sobrenadante foram adicionados de 200 pL
de cloroférmio e apds centrifugacdo a 13000 x g por 10 minutos o sobrenadante
foi transferido para outro tubo, adicionado de tampéao de precipitacdo com CTAB
(5g CTAB/L; 40 mM NacCl, pH 8,0) e incubado a temperatura ambiente durante
1h30 minutos. Apds centrifugacéo a 13000 x g por 10 minutos, o precipitado foi
dissolvido em NaCl (1,2 M) e adicionado de 350 pL de cloroférmio. Apos
centrifugacéo a 13000 x g por 10 minutos, o sobrenadante foi tratado com igual
volume de alcool isopropilico gelado e incubado por 24h a —20°C. ApGs esse
periodo, foi centrifugado a 13000 x g por 10 minutos a 4°C e o sedimento foi
secado a temperatura ambiente e adicionado de 100 pL de agua purificada. O
material foi deixado por aproximadamente 18 horas a 4°C e posteriormente
ressuspenso com leve agitacao.

No método CTAB, baseado no protocolo descrito em JRC (2005), ha a
incorporacao de 50 pL de solucéo de proteinase K (20mg/mL) juntamente com o
tampdo CTAB e posteriormente é realizada a adicdo de 20 pL de solugcéao de
RNase A (10mg/mL) por tubo, ao final da incubacao a 65 °C permanecendo por
mais 10 minutos nessa incubacdo e a posterior inclusdo de uma etapa de
lavagem com cloroférmio. Ao término da extracdo, a lavagem do sedimento é
realizada com 500 pL de etanol a 70%.

O método DNAzol® foi utilizado modificando o volume do reagente para
3,5 mL que, junto ao lidfilo de acai foi homogeneizado em vortex por 30
segundos. Seu conteudo foi divido em 3 tubos tipo Eppendorf de 1,5 mL que

posteriormente foram centrifugados a 10000 x g por 10 minutos a 4°C, o
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sobrenadante foi transferido para novo tubo do mesmo tipo. Foram
acrescentados 500 L de etanol 100% gelado e posteriormente centrifugados a
5000 x g por 5 minutos a 4°C. Apés descartado o sobrenadante, o DNA foi lavado
com 1 mL de etanol 70% gelado, invertendo o tubo por 10 vezes. Apos
centrifugado a 1000 x g por 2 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o
pellet obtido foi seco a temperatura ambiente. O DNA foi ressuspenso em 100
uL de agua.

O método NucleoSpin® Food foi utilizado com o dobro do tampéo de lise
CF (1,1 mL), que adicionado ao liélifo de acai, foi homogeneizado em vortex por
15 segundos e adicionados 10 uL de proteinase K e homogeneizado novamente
por 2 a 3 segundos. Apds agquecimento a 65°C por 3 minutos foi centrifugado por
14000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e foi
adicionado 1X o volume de tampéo C4 e 1X o volume de etanol que foi misturado
em vortex por 30 segundos. O contetdo foi dividido em 2 colunas que foram
centrifugadas a 11000 x g. O filtrado foi descartado e a primeira lavagem foi
realizada utilizando 400 pL de tampao CQW na coluna. Centrifugou-se por 1
minuto a 11000 x g e o filtrado foi descartado. A segunda lavagem foi realizada
com 700 pL de tamp&o C5 na coluna. Repetiu-se a segunda lavagem. A
centrifugacéo foi realizada a 11000 x g e novamente foi o filtrado foi descartado.
Finalmente a terceira lavagem foi realizada com 200 pL de tampé&o C5 na coluna.
Centrifugou-se por 2 minutos a 11000 x g para remover completamente o
tampdao. A coluna foi colocada em novo tubo e a elui¢ao foi realizada com 100
uL de tampéo de eluicdo CE pré-aquecido a 70°C por 5 minutos a temperatura
ambiente. Centrifugou-se por 1 minuto a 11000 x g para obter o DNA.

Todas as extracdes de DNA foram realizadas em triplicata para cada
método utilizado.

As etapas do procedimento estao representadas na Figura 12.
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Figura 12: Representagdo esquemética para extragdo de DNA, mostrando as etapas da
distribuicdo do acai, da contaminagao artificial do acai e o processo de liofilizagao.

Codificagdo dos frascos

Contaminacao do acai
com celulas de T.cruzi

Liofilizacéo

Fonte: arquivo pessoal

3.5.4 Avaliag&o da concentracdo e da pureza do DNA extraido

ApOs extragdo, a estimativa da concentracdo do DNA foi realizada através
da medida espectofotométrica da densidade otica (DO) a 260 nm no
equipamento GeneQuant™pro RNA/DNA calculator (Amersham Biosciences,
UK) e as relacdes de absorbancia A260/280 e A260/230 foram determinadas
para verificar a pureza das preparagfes. A razdo A260/A280 é usada para
estimar a pureza do acido nucleico em relacdo a presenca de proteina. Para um
DNA puro esta razao deve estar entre 1,8 e 2,0. Ja a razdo A260/A230 reflete a
contaminacdo por substéncias como carboidratos, peptideos, fendis e
compostos aromaticos. No caso de amostras puras esta razao deve estar acima
de 2,2 (CORBISIER et al., 2007).
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3.6 VERIFICACAO DA AMPLIFICABILIDADE DO DNA EXTRAIDO DE ACAI

Para verificacdo da amplificabilidade do DNA foi realizada uma PCR
utiizando um par de iniciadores universais para plantas que amplificam
fragmentos do gene da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (rbcL)
presente no DNA dos cloroplastos das plantas.

Os iniciadores utilizados foram VPRBCP1 e VPRBCP2 (MBONGOLO
MBELLA et al, 2011) que amplificam um fragmento de cerca de 95 pares de
bases. Foram utilizados DNA extraidos de Salmonella, soja, milho, arroz, feijao
e acai para padronizacao.

Os ensaios de eletroforese foram realizados em cuba horizontal,
empregando géis de agarose (Sigma) a 2% (p/v) com 2,5 uL de brometo de etidio
(10 mg/ mL), preparados em TBE 1X (90 mM Tris-borato, 2 mM EDTA pH 8,4).
Aliguotas de 25 pL dos produtos da PCR misturadas a 2 yL de tampao de
aplicacao corado (0,259 de azul de bromofenol, 0,259 de xileno cianol, 30mL de
glicerol em 100 mL de Tris HCI 20mM pH 8,0, gsp) foram aplicadas no gel de
agarose e a corrida eletroforética foi realizada em TBE 1X a 80V por 30 min e
posteriormente a 100V por 90 min. Os fragmentos amplificados foram
visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e registrados no analisador

de imagens “ImageMaster-VDS-Pharmacia Biotech”.

3.7 - AVALIACAO DE DESEMPENHO DOS METODOS SELECIONADOS

3.7.1 Validacdo do método de extracdo de DNA selecionado

Apbs selecionado o método de extracdo mais eficiente, foi realizado sua
validacéo utilizando dezoito frascos de vidro contendo cerca de 2 mL de acai
contaminados artificialmente com 100 células de T. cruzi cL Brener e submetidos
a liofilizacdo. O DNA foi extraido conforme método JRC (2005) em 6 réplicas e
repetido por 3 dias consecutivos, perfazendo 18 extracdes de DNA. Apos



74

extracdo, a estimativa da concentracdo do DNA foi realizada através da medida
espectofotométrica da densidade 6tica (DO) a 260 nm no equipamento
GeneQuant TM pro RNA/DNA calculator (Amersham Biosciences, UK) e as
relacbes de absorbancia A260/280 e A260/230 foram determinadas para
verificar a pureza das preparagdes. A PCR foi realizada sob as mesmas
condicdes estabelecidas utilizando os iniciadores selecionados. Os resultados
foram avaliados quanto a média, desvio padrdo e coeficiente de avaliacdo e a

sua amplificacdo na reacao de PCR.

3.7.2 Limite de Deteccéao

Foram realizadas extragbes de DNA a partir de um volume de 2 mL de
acai (mesma amostra utilizada no ensaio para escolha dos métodos) e de células
de T. cruzi cL Brener, separadamente. As solu¢cdes de DNA obtidas foram
quantificadas no equipamento GeneQuant™pro RNA/DNA calculator
(Amersham Biosciences, UK).

As amplifica¢des por PCR segundo Chiurillo e colaboradores (2003) foram
realizadas utilizando 2uL de DNA a partir de uma concentragdo 120 ng/uL, ou
seja, uma concentracao fixada em 240 ng de DNA de acai por reacéo, acrescidos
de 3 pL de DNA extraidos de diluicbes sucessivas de células de T. cruzi cL

Brener que variaram de 420 ng a 4,2 fg.

3.7.3 Seletividade

O teste de seletividade da PCR foi realizado com 25 cepas de espécies
relacionadas e cepas nado relacionadas a espécie de Trypanosoma cruzi,
pertencentes a 7 familias diferentes, conforme quadros 4 e 5. Para a deteccéo
da espécie desejada foram testadas 4 cepas de Trypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi (COLTRYP 016), Trypanosoma cruzi (COLTRYP 043),
Trypanosoma cruzi (COLTRYP 370) e Trypanosoma cruzi cL Brener (INI).
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Para as espécies intimamente relacionadas foram testadas 10 espécies
dos dois principais géneros da familia Trypanosomatidae: Trypanosoma rangeli,
Trypanosoma cervi, Trypanosoma lewsi, Trypanosoma mega, Leishmania
amazonensis, Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis, Leishmania
lawnsoni, Leishmania naiffi e Leishmania shawi.

Para espécies ndo relacionadas, mas com possibilidade de estarem
presentes na amostra de acai foram selecionadas 5 espécies de bactérias
indicadoras qualidade sanitaria: Bacillus cereus, Cronobacter sakazakii,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella e ainda 4 fungos
relacionados ao ambiente e deterioracdo do fruto: Saccharomyces cerevisiae,
Ogataea polymorpha, Alternaria alternata e Botrytis cinérea (TOURNAS e
KATSOUDAS, 2005; CONCHA-MEYER, 2015).

Apbs estabelecido no teste de Limite de Detec¢cdo a menor concentragdo
de DNA amplificada na PCR, foi utilizada uma quantidade pelo menos 100 vezes

maior de DNA para o teste de seletividade.

3.7.4 Estudo matriz

mou

O estudo matriz foi realizado com amostras de “polpa de acai”, “acai fino”,
“polpa de acai com xarope de guarand e morangos em pedacos” e “ néctar misto
de acai e banana”. Uma aliquota de 2 mL de cada amostra foi transferida para
frasco de vidro e adicionada uma diluicdo de 100 células de T. cruzi cL Brener.
Essa mistura foi liofilizada por cerca de 18 h e posteriormente as extracdes de
DNA foram realizadas em duplicata, segundo JRC (2005) e a PCR segundo
Chiurillo e colaboradores (2003).



76

3.8 DETECCAO DO DNA DE Trypanosoma cruzi POR PCR NAS AMOSTRAS
DE ACAI COLETADAS NO MERCADO.

3.8.1 Preparo de acordo com tipo de amostra

3.8.1.1 Acai, polpa de acai, acai com frutas, sorvete, picolé, mingau e néctar.

A amostras foram descongeladas a 4°C, homogeneizadas em “Seward
Stomacher® 400LaboratoryBlender (Seward,UK) e uma aliquota de 2 mL foi
transferida para frasco de vidro e congelada a -18°C por 24 h. ApOs esse
procedimento, foi liofilizada por pelo menos 18 horas.

3.8.1.2 Bombom e docinho

A amostra de docinho de agai foi homogeneizada, retirando-se pequenos
pedacos e misturando-os com o total da amostra. Pequenas por¢cdes foram
retiradas de diferentes partes da amostra e pesadas até a totalidade de 100 mg
em tubos eppendorf de 1,5 mL, em triplicata.

Para o preparo da amostra de bombom foi necessario descartar a camada
de chocolate e utilizar apenas o recheio. Apos esse preparo, foram pesados 100
mg do recheio de bombom em tubos Eppendorf de 1,5 mL, em triplicata.

3.8.1.3 Semente e fruto de acai

Os frutos/sementes de acai foram transferidos para saco plastico e uma
aliguota de 20 mL de &gua estéril foi adicionada. O saco contendo a

semente/fruto com a agua foi completamente fechado e homogeneizado
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invertendo-o por 50 vezes. A 4gua de lavagem foi transferida para bécher de 100
mL e um pedaco de gaze estéril foi colocado na abertura do béquer e amarrado
com barbante. Posteriomente congelado a -18 °C por 24 h. Apés esse

procedimento foi liofilizada pelo menos 18 horas.

3.8.2 Metodologia de analise

A metodologia de extracdo de DNA foi realizada de acordo com JRC
(2005). Apds extracao, a estimativa da concentracdo do DNA foi realizada
através da medida espectofotométrica da densidade 6tica (DO) a 260 nm no
equipamento GeneQuant™pro RNA/DNA calculator (Amersham Biosciences,
UK) e as relagbes de absorbéancia A260/280 e A260/230 foram determinadas
para verificar a pureza das preparacoes.

As PCR para verificacdo da amplificabilidade do DNA extraido e para
deteccado de T. cruzi foram realizadas segundo Mbongolo Mbella e colaboradores

(2011) e Chiurillo e colaboradores (2005), respectivamente.

3.9 GENOTIPAGEM POR PCR MULTILOCUS DE T. cruzi PROVENIENTES
DE DNA EXTRAIDOS DE AMOSTRAS DE ACAI

A genotipagem foi realizada em colaboragdo com o Laboratério de
Biologia Molecular e Doencas Endémicas (LABIMDOE) do Instituto Oswaldo
Cruz (IOC/FIOCRUZ).

A caracterizacdo molecular do T. cruzi em DTUs foi realizada seguindo
metodologias descritas em Burgos e colaboradores (2007) e Ramirez e
colaboradores (2010), baseadas em reacfes de PCR multilocus (Quadro 7). A
identificacdo subsequente dos gendtipos se baseia no conjunto dos perfis dos
produtos de PCR apresentados para cada alvo, utilizando varios marcadores
moleculares (Figura 13). Uma regido intergénica do gene do Spliced Leader
utilizando os iniciadores TCac (CTCCCCAGTGTGGCCTGGG) e UTCC
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(CGTACCAATATAGTACAGAAACTG) diferenciando em Tcl (150 pb), Tcll, V e
VI (157 pb) e Tclll e IV (200 pb). Outra regido intergénica do gene do Spliced
Leader utilizando os iniciadores TCC (CCCCCCTCCCAGGCCACACTG), TC1
(TCCGCCACCTCCTTCGGGCC) e TC2(CCTGCAGGCACACGTGTGTG)
(descrito por Souto e colaboradores (1996), adaptado por Marcet e
colaboradores (2006)) diferenciando Tcl (350 pb), Tcll, V e VI (300 pb) e Tclll e
IV (n&o sdo amplificados). O dominio variavel D7 do gene da subunidade 24a do
RNA ribossomal, em semi-nested utilizando o0s iniciadores D75
(GCAGATCTTGGTTGGCGTAG) e D76 (GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT) para a
primeira rodada, e posteriormente 0s iniciadores D71
(AAGGTGCGTCGACAGTGTGG) e D76 (GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT) para a
segunda rodada para distinguir Tcll e VI (140 pb), Tclll (125 pb), TclV (140/145
pb) e TcV(125 ou 125+140 pb) (BRISSE et al., 2000a). A regiao do fragmento
nuclear A10 utilizando, em semi-nested, o0s iniciadores Prl
(CCGCTAAGCAGTTCTGTCCATA) e P6 (GTGATCGCAGGAAACGTGA) paraa
primeira rodada, e posteriormente 0S iniciadores Pr3
(CGTGGCATGGGGTAATAAAGCA) e Prl (CCGCTAAGCAGTTCTGTCCATA)
para a segunda rodada, sendo esta ultima feita por PCR em tempo real para
diferenciar Tcll (80,2° C da temperatura de melting) e TcVI (82° temperatura de
melting) (BRISSE e colaboradores (2000b), adaptado por BURGOS e
colaboradores (2007)). As reacdes de amplificacdo de PCR convencional foram
preparadas em um volume total de 30uL, enquanto as reagbes em PCR em
tempo real foram realizadas com volume total de 10 uL. As reacbes de PCR
convencional constituiram de 1x de Tampao Taq Polimerase (pH 8,3), 250 uM
de solucdes de dNTPs, 3 mM de MgClI2, 1,67 uM de cada primer, 5 Unidades/uL
de Taq DNA Polymerase Platinum e 5 uL de DNA. As reacdes de PCR em tempo
real consistiram de 2x Tampéao SYBR Green Master Mix, 0,5 yM de cada primer
e 2 uL de DNA.



Quadro 7: Condi¢cBes de PCR para a tipagem molecular.
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Alvos Iniciadores Sequéncias Termociclagem
Desnaturacdo  Anelamento  Extensdo  Ciclos
SL-IR ac TCac CTCCCCAGTGTG 94°C/30” 70°C/30” 72°C/30” 3
GCCTGGG 94°C/30" 68°C/30” 72°C/30” 3
94°C/30" 66°C/30” 72°C/30” 4
UTCC  CGTACCAATATA 94°C/30” 64°C/30"  72°C/30” 4
GTACAGAAACTG  ggoc/30” 620C/30"  72°C/30" 36
SL-IRlell TCC CCCCCCTCCCAG 94°C/1’ 67°C/1’ 72°C/1’ 5
GCCACACTG 94°C/1’ 65°C/1’ 72°C/1’ 5
94°C/1’ 63°C/1’ 72°C/1’ 5
TC1 TCCGCCACCTCC 94°C/1’ 61°C/1’ 720C/1" 30
TTCGGGCC
TC2 CCTGCAGGCACA
CGTGTGTG
24Sa-rDNA D75 GCAGATCTTGGT 94°C/30" 64°C/45” 72°C/1’ 3
(primeira TGGCGTAG 94°C/30” 62°C/45” 72°C/1’ 3
rodada) 94°C/30” 60°C/45” 72°C/1’ 3
D76 GGTTCTCTGTTG o ” o " o/1’
CCCCTTTT 94°C/30 58°C/45 72°C/1 35
24Sa-rDNA D71 GGTTCTCTGTTG 94°C/30” 60°C/30” 72°C/30” 6
(segundada CCCCTTTT 94°C/30” 57°C/30” 72°C/30” 6
rodada) D76 GGTTCTCTGTTG 94°C/30” 55°C/30” 72°C/30” 30
CCCCTTTT
Fragmento Prl CCGCTAAGCAGT 94°C/1’ 60°C/1’ 72°C/1’ 5
A10 (primeira TCTGTCCATA 94°C/1’ 57°C/1’ 72°C/1’ 5
rodada) 94°C/1’ 55°C/1’ 72°C/1 5
P6 GTGATCGCAGGA 94°C/1’ 58°C/1’ 72°C/1’ 35
AACGTGA
Fragmento Prl CCGCTAAGCAGT 94°C/1’ 65°C/1’ 72°C/1 35
A10 (segunda TCTGTCCATA
rodada)
Pr3 CGTGGCATGGG
GTAATAAAGCA

Fonte: BURGOS et al., 2007
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Figura 13. Fluxograma para caracterizacdo molecular por PCR multilocus de T. cruzi em DTUs.

PCE. reaction Amplicon size, pb
SL-IR ac 150 157 200
¥
SL-IR THN 350 l
SL-IR I HN 300
+ * L J
2480-rDMNA HN 125*% 140 125 140/145
v v
A 10HMN 580 525
(80.27C) (82°C)
L ¥ v v
DTUI DTU YV DT DTUVI DTU I DTUIV

Fonte: BURGOS et al., 2010.

Os ensaios de eletroforese foram realizados em cuba horizontal,

empregando géis de agarose (Sigma) a 2% (p/v) com 2,5 uL de brometo de etidio
(10 mg/ mL), preparados em TBE 1X (90 mM Tris-borato, 2 mM EDTA pH 8,4).
Aliguotas de 25 uL dos produtos da PCR misturadas a 2 yL de tampao de

aplicacao corado (0,259 de azul de bromofenol, 0,25g de xileno cianol, 30mL de

glicerol em 100 mL de Tris HClI 20mM pH 8,0, gsp) foram aplicadas no gel de

agarose e a corrida eletroforética foi realizada em TBE 1X a 80V por 30 min e

posteriormente a 100V por 90 min. Os fragmentos amplificados foram

visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e registrados no analisador

de imagens “ImageMaster-VDS-Pharmacia Biotech”.

3.10 REACAO DE PCR EM TEMPO REAL PELO SISTEMA SYBR® GREEN.

Foram utilizados os mesmos iniciadores selecionados para serem

utilizados na PCR convencional (CHIURILLO et al, 2003). Estes foram testados
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com solucdes de DNA extraidas de T. cruzi cL Brener, T. cruzi (COLTRYP 016,
055, 295 e 307), T. mega, T. rangeli e com diversos produtos com acai.

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em volume total de
25 L contendo o reativo Power SYBR® Green (1X) (corante SYBR Green®,
AmpliTaq Gold® DNA polimerase, dNTPs, MgClz, referéncia passiva e tampéo
10 nM Tris HCI pH 8,3; 50 nM KCI), 0,24 uM de cada par de iniciadores e 5,0 pL
de DNA molde (5 a 100 nanogramas).

A termociclagem foi realizada a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos
a 95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos.

ApoOs a reacao de PCR foi feita a Curva de Dissociacéo, para analise das
temperaturas de “melting” (Tm), a 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e
aguecimento lento até 95°C (APPLIED BIOSYSTEMS, 2007).

Na etapa de padronizagdo, com o objetivo de confirmar os fragmentos
amplificados, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a 2% usando TBE

1X nas condicdes de 100 volts por 1h.



4 RESULTADOS
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4.1 EXTRACAO DE DNA DAS CEPAS DE TRYPANOSOMATIDEQS,
BACTERIAS, FUNGOS E ALIMENTOS UTILIZADOS NO ESTUDO PARA
AVALIACAO DOS METODOS.

Os resultados da dosagem de DNA das cepas de tripanosomatideos,

bactérias e fungos utilizadas no estudo estao relacionados na tabela 1.

A extracdo de DNA de acai médio foi realizada com método que utiliza
CTAB segundo JRC (2005) e foram obtidos 120 ng/pL.

Tabela 1 - Resultado da quantificacdo de DNA em ng/uL das cepas de tripanosomatideos,
bactérias e fungos utilizados no estudo.

Tripanosomatideos

Bactérias e Fungos

. cervi - 22,8 ng/uL

B. cereus - 8,9 ng/uL

. rangeli - 22,8 ng/uL

S. aureus - 11,3 ng/uL

. cruzi (COLPROT 295) - 23,2 ng/uL

Salmonella - 48 ng/pL

. lewisi - 20,4 ng/pL

E. coli - 13,8 ng/uL

. mega - 600 ng/uL

C. sassazaki - 40,0 ng/puL

. cruzi (COLTRYP 016) - 3,49 ng/pL

A. alternata - 333 ng/pL

. cruzi (COLTRYP 055) - 1,91 ng/pL

B. cinerea - 150 ng/pL

. cruzi (COLTRYP 370) - 8,24 ng/pL

S. cerevisiae - 1020 ng/pL

. shawi— 20,0ng/pL

O. polymorpha - 1024 ng/pL.

. braziliensis - 21,6 ng/pL

. naiffi - 21,6 ng/pL

. lainsoni - 20,8 ng/uL

. amazonensis - 4,64 ng/uL

. guyanensis - 7,16 ng/uL

o | e O e D e e e e A e e 1

. cruzi cL Brener - 141 ng/uL
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4.2 ESCOLHA DOS INICIADORES PARA PADRONIZACAO DA PCR

A avaliacdo “in silico” dos iniciadores, realizada no Primer-BLAST,
demonstrou especificidade dos iniciadores constantes no quadro 6 com o
Trypanosoma cruzi, mas ao avaliar a especificidade experimental dos mesmos
iniciadores frente ao DNA genbmico de L. braziliensis, L. amazonensis, T. rangeli
e T. cruzi, foi possivel observar que os iniciadores descritos por Piron e
colaboradores (2007), Souto e colaboradores (1996) e Virreira e colaboradores
(2003), ndo sédo especificos para detecgdo de T. cruzi. A Figura 14, como
exemplo, mostra que houve amplificacdo com os DNA de L. braziliensis, L.
amazonensis, apresentando bandas de 149 pares de bases com os iniciadores

descritos por Piron e colaboradores (2007).

Figura 14 - Gel de agarose a 2% com amplificacdes de cepas
de referéncia com os iniciadores TCZ3 e TCZ4.

1 2 3 4 5 6 7 8

VO 1

Legenda: Pistas: 1 - CRM, 2 - E. coli, 3 - T. rangeli, 4 - L.
braziliensis, 5 - L. amazonensis, 6 - T. cruzi (COLTRYP 055), 7 -
T.cruzi CL Brener, 8 - PM 100pb.

Dos cinco pares de iniciadores testados, o selecionado foi aquele que
amplifica uma regido telomérica da superfamilia T. cruzi gp85/sialidase, com um
fragmento de 100 pb (Chiurillo et al., 2003). Sua escolha baseou-se na
seletividade em amplificar o T.cruzi e nao amplificar espécies da mesma familia
como Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis e Trypanosoma rangeli
(Figura 15).
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Figura 15: Gel de agarose a 2% com
amplificacBes de cepas de referéncia com os
iniciadores Tc189F e Tc189.

1 2 3 4 5 6

Exp- 34 sec Bin: 151 Gan: 1.0 B 6150 W ESS3S G060

Legenda: Pistas: 1 - CRM, 2- T. rangeli,
3 - L. braziliensis, 4 - L. amazonensis, 5 -
T.cruzi, 6 - PM 100pb.

4.3 ESCOLHA DO METODO DE EXTRACAO DE DNA

Para cada diluicdo de células misturada ao acai, foram realizadas trés
leituras no espectofotbmetro e a concentracdo média de DNA extraido a partir
de acai contaminado com células de T. cruzi pelos trés métodos utilizados esta
apresentada na tabela 2. A avaliacdo da pureza dos DNA extraidos pelos trés
métodos através da razdo A260A280 @ A2601230  gpps retirada de 3 valores
aberrantes pelo teste de Grubbs, também pode ser observada na tabela 2.

Na extragdo com NucleoSpin®, o material resultante da liofilizagéo foi
pesado para verificar se sua massa estava conforme recomendacdo do
fabricante (até 200 mg). Alguns ajustes no protocolo foram realizados como o
dobro do tampéo de lise CF e a repeticao da lavagem com tampao C5. Ainda
assim nado foram obtidas leituras no espectofotdmetro, portanto ndo puderam

compor a tabela 2.



Tabela 2 - Média dos dados obtidos das extracdes de DNA com CTAB e DNAzol com os

respectivos desvios padrao e coeficientes de variacao (%)
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Método de Acai contaminado Concentracdo de DNA A260:A A260:A230 Inibicao
extracao com células de (ng/ pL) 280 da PCR
T.cruz
(1000 cels) 80+7 (8,8%) 2,310,2  2,7+0,7 Nao
CCerA'r?’ » (100cels) 85+1 (1,2%)  2,4+0,1  3,2+0,5 Sim
( _aLeiee : (50 cels) 79+10 (12,7%) 2,504  3,1%0,8 Sim
2005 ' (10 cels) 82+11 (13,4%) 2,4+0,1 3,6+0,9 Nao
) (5 cels) 82+17 (20,8%) 2,5+0,5  2,8+0,3 Sim
(1000 cels) 73118 (24,7) 2,0+0,2 2,6+1,4 Nao
CTAB (100 cels) 76+14 (18,4%) 1,9+0,1  3,0+0,3 Nao
(JRC, (50 cels) 80+20 (25%) 2,1+0,1 2,4+0,1 Nao
2005) (10 cels) 66+1 (1,5%) 2,1#0,2  2,8+0,5 Nao
(5 cels) 7046 (8,6%) 1,9+0,0 2,6t£1,1 Nao
(1000 cels) 302+36 (12%) 1,5+0,0 0,42+0,0 Sim
(100 cels) 331+36 (11%) 1,5+0,1 0,40+0,0 Sim
DNAzol (50 cels) 338+119 (35,2%) 1,3+0,0 0,21+0,0 Sim
(10 cels) 314475 (24%) 1,3+0,0 0,21+0,0 Sim
(5 cels) 349+63(18%) 1,4+0,0 0,21+0,0 Sim

A escolha do melhor método de extracao foi baseada em sua eficiéncia

em extrair DNA de T. cruzi em uma matriz de acgai, sem que houvesse inibi¢cdo
da reacdo de PCR e apresentasse valores entre 1,8 e 2,0 para a razéo
A260/A280 e acima de 2,2 para a razao A260/A230.

De acordo com os resultados obtidos, o0 método CTAB segundo JRC
(2005) resultou em DNA com maior grau de pureza. Em contrapartida estdo as
extragcOes realizadas com DNAzol apresentando resultados com menor grau de
pureza. As mais altas concentracdes de DNA foram obtidas com o método
DNAzol (amostras apresentaram concentracdes entre 266 e 412 ng/uL),
enguanto os demais métodos apresentaram concentragcdes variando de 65 a 86
de DNA por pL de eluido.

Os resultados negativos para amplificacado do gene alvo utilizando a PCR,
mostraram que as solucdes de DNA obtidas pelos métodos CTAB segundo
Cardarelli-Leite et al., 2005 e DNAzol apresentam substancias inerentes a
amostra ou em residuos do método de extracdo que inibem a reacdo da PCR
(Figura 16). Para confirmar a presenca de inibidores, diluicbes com os DNA
obtidos na proporc¢éo 1:10 foram realizados e observou-se amplificagdo com os

DNA extraidos com CTAB segundo segundo Cardarelli-Leite e colaboradores
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(2005). O mesmo nao aconteceu com as amostras extraidas com DNAzol,

mostrando sua ineficiéncia para a aplicacao neste estudo.

Figura 16: Gel de agarose a 2% com amplificacbes de DNA
contaminado artificialmente com células de T. cruzi com os
iniciadores Tc189F e Tc189R.

123456 789101112

« 100pb

Exn: 1.9 sec Bin: 1x1 Galn: 1.0 B:0 W:255 G:0.55 N:0 Date: 30/4/2013 Time: 2:35:04 pm ID#345-852 File: E:ArENATA 30-04-2013.Ioa

Legenda. Pistas: 1- 1000 céls., 2- 100 céls., 3-50
céls., 4- 10 céls., 5- 5 céls.(1 a 5 com método
DNAZzol), 6 - PM 100 pb 7- 1000 céls., 8- 100 céls., 9-
50 céls., 10- 10 céls., 11- 5 céls.(7 a 11 com método
Cardarelli-Leite et, al.,2005), 12 - T. cruzi (controle
positivo

Os resultados com as extracOes realizadas com CTAB segundo JRC
(2005), mostraram a efetiva extracado dos acidos nucleicos do parasito e a ndo
inibicdo da PCR com o volume de 2 mL de agai na matriz, sendo, portanto, o

método de escolha (Figura 17).
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Figura 17: Gel de agarose a 2% com amplificacdes de
DNA contaminado artificialmente com células de T.
cruzi com os iniciadores Tc189F e Tc189R:

12 345 6 78 9 101112

100 -

Legenda. Pistas: 1, 3, 9, 11 e 12 - Vazios. 2 e 10 -
PM 100 pb, 4 a 8 - Acai contaminado artificialmente
com 1000, 100, 50, 10 e 5 células de T. cruzi,
respectivamente. (Método JRC, 2005).

4.4 VERIFICACAO DA AMPLIFICABILIDADE DO DNA EXTRAIDO DE ACAI

Na padronizagédo da reagdo de PCR utilizando os iniciadores VPRBCP1
(5’AGGTCTAADGGRTAAGCTAC3") e VPRBCP2
(5’ AGYCTTGATCGTTACAAAGG3') segundo Mbongolo Mbella et al, 2011,
bandas equivalentes a 95 pares de base foram observadas em gel de agarose a
2% com DNA extraido de arroz, feijao, soja, milho, acai e polpa de acai (Figura
18). Nao houve amplificacdo com DNA extraido da cepa de Salmonella, como

esperado.
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Figura 18: Gel de agarose a 2% com amplificacdes de DNA de
diferentes vegetais com os iniciadores VPRBCP1 e VPRBCP2.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Exp: 0.31 sec Bin: 1x1 Gain: 1.0 B:0 W:65535 G:0.55 N:0 Date: 5/6/2015 Time: 3:36:11 pm ID#345-4993 File: Untitled

Legenda. Pistas: 1 - CRM, 2 - Salmonella, 3 - arroz, 4 -
feijdo, 5 -soja, 6 - milho, 7 - acai, 8 - polpa de agai, 9 -
Vazio, 10 - PM 100pb.

As reacdes de PCR com DNA extraidos de varios tipos de acai e polpa
também apresentaram bandas de tamanhos equivalentes a 95 pares de bases,
demonstrando a amplificabilidade dos DNA obtidos pelo método de extracédo

selecionado (Figura 19).

Figura 19: Gel de agarose a 2% com amplificacdes de
diferentes tipos de acai com os iniciadores VPRBCP1 e
VPRBCP2.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

95pb -—

[Exp: 0,22 sec Bin: 1x1 Gain: 1.0 B:0 W:85535 G:0.50 N:0 Date: 12/8/2015 Time: 11:36:25 am I1D#345-5032 File: Untitied

Legenda: 1 - PM 50pb, 2 - CRM, 3 — Salmonella (controle
negativo), 4 - acai fino, 5 - acai grosso, 6 a 9 - acai,10 -
polpa de acai, 11 - Soja (controle positivo), 12 - PM 100pb.
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4.5 - AVALIACAO DE DESEMPENHO DOS METODOS SELECIONADOS

4.5.1 - Validag&o do método selecionado para extragdo de DNA

Os dados referentes a média da concentracdo de DNA de todas as
réplicas na etapa de validagdo constam na tabela 3.

A avaliacdo das 18 extragBes apresentou uma média de 70,6 ng/uL de
DNA, com desvio padréao de 9,8 ng/uL e um coeficiente de variagdo de 13,9%.

Tabela 3: Concentracdo de DNA
(ng/uL), das 18 réplicas extraidas
em 3 dias

Réplicas Concentracao
(ng/uL)
69,2
66,0
69,4
72,4
84,6
84,4
78,2
52,4
61,0
75,2
54,0
63,6
73,4
66,6
76,0
63,0
87,2
74,6
Legenda: A - F (primeiro dia), G -
L (segundo dia), M- R (terceiro
dia).

VDO-ozZz|XRa—IOMMOOm@>

A auséncia de inibidores da PCR foi demonstrada através da amplificacéo
do fragmento de 100 pb referente ao tamanho do fragmento do T. cruzi presente

no acai através da contaminacéo proposital do mesmo (Figura 20).
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Figura 20: Gel de agarose a 2% com bandas de 100 pb das
18 extracBes de DNA obtidas da validagdo com os iniciadores
Tc189F e Tc189R.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

100 b —

«— 100pb

Legenda. Pistas Superiores: 1 - CRE, 2 — CRM, 3 - T.
rangeli (controle negativo); 4 - 100 pb (Gibco-BRL), 5 a 10
—réplicas de A — F, 11-12 — réplicas G - H.

Pistas Inferiores: 1 a4 —réplicas | —L, 5a 10 —réplicas M-
R. 11 - T. cruzi cL Brener (controle positivo); 12 - 100 pb
(Gibco-BRL).

4.5.2 - Limite de deteccao

A uma concentracido estabelecida de 240 ng de DNA de acai foram
acrescidas diluicdes de DNA de T.cruzi cL Brener que variaram de 420 ng a 4,2
fg. A menor quantidade de alvo detectavel por PCR foi de 3 pg verificada em 3
repeticdes (Figura 21).

Para cada reacéo foram misturados 2uL de DNA de acai e 3 pL de DNA
de uma das dilui¢cdes de células de T. cruzi, de forma decrescente a partir de 140

ng/pL. Foram realizados os controles dos reagentes do mix (CRM) que utiliza
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agua ao invés de DNA, o negativo (CN) que utiliza o Trypanosoma rangeli e o

controle da matriz, que utiliza apenas o agai sem as células.

Figura 21: Gel de agarose a 2% com amplificacdes de diferentes diluicdes de
DNA de T. cruzi com 240 ng de DNA de acgai com os iniciadores Tc189F e
Tcl89R:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

— 100 pb

Ers 020 vec Box 1t Gaim 10 B S20Y WESS G S 2SN 0t 4201 Time 322 82 0m DS 2721 Pl € Dscumerty and Setinen Adminisbader Desiion Rensta e

Legenda. Pistas: 1 — CRM, 2 - T. rangeli (5 ng), 3 - Acai sem T.cruzi, 4 -
PM 100 pb, 5 — Acai com 75 pg T.cruzi, 6 - Agai com 45 pg T.cruzi, 7 - Acai
com 24 pg T.cruzi, 8 - Agai com 15 pg T.cruzi, 9 - Acai com 9 pg T.cruzi, 10
- Acai com 3 pg T.cruzi, 11 - Acai com 2,4 pg T.cruzi, 12 - PM 100 pb.

4.5.3 Seletividade

As reacdes de PCR com os iniciadores Tc189F e Tc189R (CHIURILLO et
al, 2003) foram realizadas utilizando 2 ng de DNA por reacdao das espécies
pertencentes a familia Trypanosomatidae, das espécies de fungos e de
bactérias. Dentre as espécies da familia Trypanosomatidae, somente as
espécies de T. cruzi apresentaram amplificagdo com os iniciadores Tc189F e
Tc189R (Figura 22). Na Figura 23 pode ser observada a ndo amplificagdo com

0os DNA extraidos de bactérias e fungos utilizando os mesmos iniciadores.



Figura 22: Gel de agarose a 2% com amplificacdes de cepas de
referéncias com os iniciadores Tc189F e Tc189R .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

Exp: 0.44 sec Bin: 1x1 Galn: 1.0 B:0 W 85535 (:0.55 N:0 Date: 2522014 Time: 4:37:00 pm ID2M45.2418 File: Untitied

— 100 pb

Legenda. Pistas superiores: 1- PM 100pb, 2 - CRM, 3 - T. rangeli, 4 -
T. cervi, 5 - T. lewsi, 6 — T. mega, 7 — L. amazonenses, 8 — L.
braziliensis, 9 - PM 100 pb. Pistas inferiores: 1 — L. guyanensis, 2 — L.
lawnsoni, 3 - L. naiffi, 4 - L. shawi, 5- PM 100pb, 6 — T. cruzi TCI, 7 -
T. cruzi TCIl, 8 - T. cruzi Z3, 9 -T.cruzi cL Brener,10 - PM 100 pb
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Figura 23: Gel de agarose a 2% mostrando auséncia de
amplificagdo de cepas de bactérias e fungos com os
iniciadores Tc189F e Tc189R.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

« 100 pb

Legenda: Pistas: 1 - PM 100pb, 2 - A. alternata; 3 - B. cinerea, 4 -
O. polymorpha, 5 - S.cerevisiae, 6 - B. cereus, 7 - C. sakazaki; 8 -
E. coli, 9 - Salmonella, 10 - S. aureus, 11 -T. cruzi, 12 - PM 100pb.

4.5.4 Estudo matriz

Todas os diferentes produtos contendo acai (polpa de acai, acai fino,
polpa de acgai com xarope de guarand e morangos em pedacos e néctar misto
de acai e banana) apresentaram amplificacdo de 100 pb (Figura 24) quando
submetidos a reacéo de PCR com os iniciadores Tc189F e Tc189R (CHIURILLO
et al, 2003).
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Figura 24: Gel de agarose a 2% mostrando as amplificagbes com
diferentes tipos de produtos com acai.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Legenda: Pistas: 1 — CRM, 2 — Salmonella, 3 e 9 - PM 100pb, 4 - Néctar
de acai e banana, 5 - Polpa com frutas, 6 — Polpa, 7 - Acai fino, 8 — T.
cruzi

4.6 DETECCAO DO Trypanosoma cruzi NAS AMOSTRAS DE ACAI POR PCR
CONVENCIONAL

Dentre as 47 amostras coletadas em 2010, 11 amostras (23,4%)
apresentaram resultado positivo para amplificacdo da banda de 100 pb com os
iniciadores descritos por Chiurillo e colaboradores (2003) (Figura 25). Trés
amostras positivas coletadas no Rio de Janeiro (acai com guarand, acai com
guarana e morango e acai com guarana e banana) eram da mesma marca,
assim como outras duas amostras (acai com guarana e morango e acai com
guarana e banana), também coletadas no Rio de Janeiro, possuem marcas
iguais. Avaliando as amostras coletadas somente no Rio de Janeiro, verifica-se
uma totalidade de 47% de amostras positivas. Enquanto que as coletadas no
Para uma totalidade de 10% de positividade. Esses resultados podem ser

observados na Tabela 4 e Figuras 26 e 27.
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Figura 25: Gel de agarose a 2% com aplificacdes de amostras
de agai com os iniciadores Tc189F e Tc189R.

« 100 pb

Legenda: 1 a 3 - CRM, CRE, T. rangeli, 4 a 6 - amostras de
acai, 7 - PM 100 pb, 8 - T. cruzi.
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Tabela 4: Resultado das amostras coletadas no Rio de Janeiro e Pard em 2010.
Tipo de Local de Local de Amostras Amostras
amostra fabricacao coleta analisadas positivas

Acai com GO, SP RJ 8 6
guarana
el/ou frutas

Semente PA PA 2 0

Gelado PA PA 2 0

comestivel

Sobremesa PA PA 2 0
com acai

Legenda: Amapa (AP), Goias (GO), Para (PA), Rio de Janeiro (RJ), Sédo Paulo (SP).
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Figura 26: Resultado das amostras coletadas no Rio de Janeiro em 2010.

R1O DE JANEIRO

positivas

Acai com guarana e/ou

Figura 27: Resultado das amostras coletadas no Para em 2010.

Nenhuma das amostras coletadas no Estado do Rio de Janeiro, no
periodo de 2011 a 2012, apresentou resultado positivo (Tabela 5, Figura 28).
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Tabela 5: Resultados das amostras coletadas nos anos de 2011 e 2012 no Rio de Janeiro.

Tipo de amostra Local de Ano de coleta  Amostras Amostras
fabricacao analisadas positivas

Acai PA, AP, RS, 2011 18 0

PE 2012 9 0

SP, GO, BA
Acai com guarana GO, SP 2012 20 0
e/ou frutas
Polpa SP 2012 1 0
Total de amostras 48 0

Legenda: Amapa (AP), Bahia (BA), Goias (GO), Para (PA), Pernambuco (PE), Rio Grande do
Sul (RS), S&o Paulo (SP).

Figura 28: Resultado das amostras coletadas no Rio de Janeiro no periodo
entre 2011 e 2012.

RIO DE JANEIRO

analisadas positivas

[o]

Acai co guarana e/ou
frutas

Das 44 amostras coletadas no Para, no periodo de 2012 a 2015, que
fizeram parte do programa de monitoramento do acai, 2 amostras apresentaram
resultados positivos apenas no ano de 2012 (1 polpa e 1 fruto). A amostra de
polpa de acai coletada pela professora Lucia (UFRJ) em 2013 apresentou
resultado positivo. Portanto do total de 45 amostras analisadas, 3 amostras (duas
polpas e um fruto) (6,6%) apresentaram resultados positivos (Tabela 6, Figura
29).
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Tabela 6: Resultado das amostras coletadas no Para, no periodo de 2012 a 2015.

Tipo de amostra Local de Ano de coleta  Amostras Amostras
fabricacao analisadas positivas

Acai PA 2015 4 0

Polpa PA 2012 15 1

2013 6 1

Fruto PA 2012 15 1

2013 5 0

Total de amostras 45 3

Legenda: Para (PA)

Figura 29: Resultado das amostras coletadas no Para no periodo entre
2012 e 2015.
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4.7 GENOTIPAGEM POR PCR MULTILOCUS DE T. cruzi PROVENIENTES
DE DNA EXTRAIDOS DE AMOSTRAS DE ACAI

Todas as amostras com resultado positivo na PCR convencional foram
submetidas a tipagem molecular, utilizando os marcadores do algoritmo
apresentado (Quadro 7).

A regido intergénica do Spliced Leader (SL-IR) foi usada para distinguir
Tcl (150 pb), II, V e VI (157 pb) de Tclll e IV (200 pb). A PCR semi-nested SL-
IR-1 foi utilizada para identificar Tcl (350 pb), e a PCR semi-nested SL-I1V-II foi
usada para identificar Tcll, V e VI (300 pb).

A PCR semi-nested do 24S rDNA foi usada para distinguir TcV (125 ou
125 + 140 pb) de Tcll e VI (140 pb); e a PCR em tempo real semi-nested com
alvo no fragmento nuclear A10 foi usada para discriminar Tcll de TcVI.

As amostras que apresentaram resultados positivos nos alvos SL-IR e SL-
IR 1l, mas negativos no alvo 24S rDNA foram consideradas como Tcll, V,ou VI.
As amostras que amplificaram o fragmento de 140 pb do alvo 24S rDNA, mas
gue apresentaram resultados negativos para o alvo A10 da PCR em Tempo Real
foram consideradas como Tcll ou VI (Figura 13).

O resultado da genotipagem nas amostras de acai que foram

selecionadas por conter DNA de T. cruzi estao dispostas na tabela 7.

As figuras 30, 31 e 32 apresentam fragmentos das amplificacbes de PCR

multilocus nas amostras de acgai.

A figura 33 mostra a curva de melting com amplificacbes dos controles

positivos (cepas “y” e “CL Brener”) e amostras de acai.



Figura 30: Gel de agarose a 3 % com amplificacdes de amostras de acai com os

iniciadores TCac e UTCC para a regido SL-IR ac.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 A B D

200 pb —>
150 pb—>

PM 11 12 13 A B D

200 pb —>
150 pb—>

Legenda: PM — Peso molecular de 50pb;1 — 13 amostras de acai; A- Dm28c (Referéncia

DTU Tcl); B —Y (Referéncia DTU Tcll); D — 4167 (Referéncia DTU TclV)

Figura 31: Gel de agarose a 3 % com amplificacdes de amostras de acai com os
iniciadores TC1 e TC2 para a regido SL-IR | e Il.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 A B D

400 pb—>
300 pb—>

PM 11 12 13 A B D

400 pb—>
300 pb—>

Legenda: PM — Peso molecular de100 pb;1 — 13 amostras de acai; A— Dm28c
(Referéncia DTU Tcl); B —Y (Referéncia DTU Tcll); D — 4167 (Referéncia DTU TclV).

101
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Figura 32: Gel de agarose a 3 % com amplificacdes de amostras de acai com os
iniciadores D71 e D76 para a regido 24Sa.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 B C

150 pb—>
100ph—>

PM 11 12 13 B C
150 pb—>

100pb—>

Legenda: PM — Peso molecular de 50 pb;1 — 13 amostras de agai; B - Y
(Referéncia DTU Tcll); C — 222 (Referéncia DTU Tclll)

Figura 33: Curva de melting com amplificacGes dos controles positivos as cepas Y (Referéncia
DTU Tcll) e CL Brener (Referéncia DTU TcVI) e duas amostras de acai com os iniciadores PR1
e Pr3 para a regido do fragmento nuclear A10.

Melt Curve Plot

Cepa CL (Tc V1)

Destivatie Blaportsr (=R

=

Legenda curvas de melt: Cepa Y — 76,78°C (RefesédTU II), Cepa CL- 78,2°C (Referéncia
DTU TcVI), Agai 7 — 78,7°C (TcVI), Agai 10 — 78,7{CcVI)



Tabela 7: Resultado da genotipagem em amostras de acai.
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Amostras  ldentificacdo SL-IRac SL-IR 24S-a Al0 DTU
da amostra lell

1 AGF (M) - RJ 150+157+200 300+350 125 X [ +I1+V

2 AGF (B) - RJ 157+200 300 125 X +V

3 AGF (B) - RJ 200 NA X 78,2°C NI

4 AG - RJ NA NA NA X NI

5 AGF (MeA)- 150+157+200 NA NA X NI

RJ

6 AGF (M) - RJ 150+157+200 300+350 NA 78,2°C | +VI+(lll ou
V)

7 A-RJ 150+200 350 NA X [+(1ll ou 1V)

8 A-RJ 157+200 300 140 NA IV+(Il ou
VI)

9 A-RJ 150+157+200 300+350 125 X [+I11+V

10 F-PA 157+200 NA 125 X +V

11 F-PA 157+200 NA 140 NA IV+(ll ou
VI)

12 P - PA NA 300 NA X NI

13 F - PA 157+200 NA 125 X [+V

Legenda: A = acai; P = polpa; F = fruto; AG = acai com guarana; AGF = acai com guarana e
fruta; (M) = morango; (B) = banana; (Me A) = morango e acerola; RJ = coletado no RJ; PA =
coletado no Para, NA = ndo amplificou; NI = ndo identificado, x = ndo realizado
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4.8 PCR EM TEMPO REAL COM SISTEMA SYBR GREEN PARA DETECCAO
DE T. cruzi EM PRODUTOS ALIMENTICIOS CONTENDO ACAI.

A gquantidade de DNA das cepas de referéncia utilizadas no estudo ficou
estabelecida na faixa entre 5 e 25 ng de DNA por reacdo. Nao obteve-se
amplificacdo quando foram utilizados quantidades acima de 125 ng de DNA por
reacao.

Os valores de “Tm” obtidos para as diferentes cepas de T. cruzi (INI/CL
Brener, COLTRYP 016, 055, e 370, COLPROT 295) variaram de 77,4 a 78,1°C.
Todas as cepas de T. cruzi apresentaram um Unico pico de fluorescéncia na
curva de dissociacdo. As amostras de alimentos apresentaram valores de “Tm”
proximos aos obtidos pelas cepas de T.cruzi, de 77,6 a 78,3°C. Trypanosoma
mega e Trypanosoma rangeli foram utilizados como controles negativos e
apresentaram uma “Tm” de 80,5°C, mas com uma amplificacdo indeterminada,
e “Tm” de 78,3°C, mas com dois picos de fluorescéncia na curva de dissociacéo,
respectivamente (Figura 34).

As amostras consideradas positivas na PCR convencional foram
utilizadas na PCR em tempo Real com sistema SYBR Green. As mesmas foram
consideradas positivas quando o valor da “Tm” estava dentro da faixa
estabelecida com as cepas de T. cruzi, apresentando amplificacdo observada
pelo valor de “Ct” e com perfil da curva de dissociacdo compativel com as cepas
de T. cruzi.

Uma amostragem de cerca de 20% das amostras consideradas negativas
na PCR convencional foram utilizadas na PCR em tempo Real com sistema
SYBR Green. Apenas uma amostra apresentou resultado discordante com a
PCR em tempo Real.
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Figura 34: Curva de melting mostrando os controles positivos
de T. cruzi e as amostras de acai positivas.

(@)

Melt Curve

Derivative Reporter (-RnY

Tm:7e
Temperature (°C)

Melt Curve

Derivative Reporter (-Rn)

(b)
Legenda. (a): Curva deelting dos controles positivos cruz
cL Brener,T. cruz (COLTRYP 016),T. cruz (COLTRYP
055),T. cruz (COLTRYP 370),T. cruz (COLPROT 295); (b):
amostras de acai positivas.

4.9 RESULTADOS DE COLABORAGCOES COM OUTROS INSTITUTOS

Como desdobramento desse trabalho, algumas colaboracfes foram
realizadas com o Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ) e Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), como descritas a sequir:
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4.9.1 Laboratério de Biologia Molecular e Doencas Endémicas (LABIMDOE) do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ)

As amostras que apresentaram resultados positivos tiveram seus DNA
enviados para Laboratério de Biologia Molecular e Doencas Endémicas
(LABIMDOE) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ) para que uma reacéo
de multiplex PCR, com um alvo no KDNA de T. cruzi e um alvo no gene
correspondente a subunidade 12S do RNA ribossomal de triatomineos, fosse
realizada a fim de comparar os resultados.

Das treze (13) amostras positivas enviadas, 6 (seis) foram detectadas
como positivas pelo LABIMDOE. As duas amostras negativas enviadas foram
também consideradas negativas para o LABIMDOE. As 7 (sete) amostras nao
detectadas como positivas para o LABIMDOE foram: acai com frutas (4), fruto
(2) e acai (1). Interessante notar que a amostra da pista 2 do gel inferior
apresentou duas bandas de tamanhos compativeis a presenca de T. cruzi (330
pb) e de Triatomineo (163 pb) na amostra de acai coletada no Par4 no ano 2010
(Figura 35).



Figura 35: Gel de agarose mostrando a amplificagdo de DNA extraido
de amostras consideradas positivas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

330 pb
163 pb

Legenda. Pistas: 1 — PM 100 pb, 2 — CRM, 3 - Controle da capela, 4
- C(+) Triatomineo (nao infectado), 5 - Acai com frutas, 6 - Agai com
frutas, 7 - Acai com frutas, 8 - Agai com guarana, 9 - Agai com frutas,
10 - Acai com frutas, 11 — Acai,12 - Agai.

1 2 3 456 7 8 91011 12 13 1415 16

Legenda. Pistas: 1 —PM 100 pb, 2 — Acai, 3 — Fruto, 4 — Fruto, 5 -
Amostra de acai negativa, 6 - Amostra de agai negativa, 7 - T. cruzi,
8 - T. rangeli, 9 — Polpa, 10 — Fruto, 11 - T. cruzi (104 epimastigotas/
mL) + Intestino, 12 - T. cruzi (108 epimastigotas/ mL), 13 - T. cruzi (10*
epimastigotas/ mL), 14 — Controle positivo (Triatomineo né&o
infectado); 15 - T.rangeli (10* epimastigotas/ mL), 16 - T. cruzi (10*
epimastigotas/mL).
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4.9.2 Laboratério de Tecnologia e Analise Instrumental de Alimentos
(Departamento de Produtos Naturais e Alimentos da Faculdade de Farmécia /

Universidade Federal do Rio de Janeiro)

Seis amostras de polpa de acai contaminadas naturalmente com T. cruzi
foram submetidas a tratamento com doses de irradiacdo de 1 kGy e 3 kGy da
seguinte forma: das 3 amostras de polpa de acai congelada, uma néo foi
submetida a irradiacdo e as outras duas foram submetidas a irradiacao de 1 kGy
e 3 kGy. As outras 3 amostras foram liofilizadas e posteriormente foram
submetidas a irradiacdo da mesma forma como foram as polpas congeladas.

ApoOs extracdo de DNA de acordo com JRC (2005) e realizacdo de PCR
de acordo com Chiurillo e colaboradores (2005) as amostras apresentaram
amplificacdo compativel com T. cruzi na polpa de acai congelada néo irradiada
e na polpa congelada irradiada a 1 kGy. A polpa irradiada a 3 kGy e todas as

amostras liofilizadas nédo apresentaram amplificacédo (Figura 36).

Figura 36 - Gel de agarose mostrando a amplificacdo de
DNA extraido de amostras consideradas positivas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Legenda. Pistas: 1 — CRM, 2 — Salmonella, 3 — PM 100 pb
Fruto, 4 — polpa néo irradiada, 5 — polpa irradiada a 1 kGy, 6
- polpa irradiada a 3 kGy, 7 — polpa liofilizada néo irradiada,
8 - polpa liofilizada irradiada a 1 kGy, 9 — polpa liofilizada
irradiada a 3 kGy, 10 — T. cruzi.
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5. DISCUSSAO

A reemergéncia da doenca de Chagas a partir de 2005, trouxe um novo
desafio a ser enfrentado, principalmente, pelas autoridades brasileiras. Uma
doenca que era caracteristica de zona rural, em especial as popula¢cdes mais
carentes e sem acesso a condigcbes sanitdrias adequadas, esta sendo
transmitida pela via oral e disseminada em areas urbanas. Além de ser mais
agressiva do que a adquirida por outras vias, com letalidade podendo chegar a
5% em casos registrados na regido amazoénica (VALENTE, 2011), € também de
dificil controle.

Outro aspecto importante € a marginalizagédo pela sociedade com relacao
ao doente crénico, pois este fica impossibilitado de trabalhar, fato que, além de
sobrecarregar os 6rgdos de previdéncia social com aposentadorias precoces,
desperta no doente chagasico a sensac¢ao de fragilidade, comprometendo a sua
auto-estima, a sua saude psicoldgica e, por conseguinte, a sua qualidade de
vida. Além disso, os custos do tratamento de um doente chagasico cronico para
0 sistema publico de saude sdo enormes, em decorréncia da morbidade, da
hospitalizagdo e do tratamento dos sintomas (MONCAYO e SILVEIRA, 2009).

No Brasil, dentro e fora da regido amazonica, muitos casos de DCA tém
sido registrados em forma de surto caracterizando-se por um grupo de pessoas
reunidas em um mesmo lugar que, ao ingerirem um mesmo tipo de alimento,
adoecem quase que simultaneamente com quadro febril e manifestagcbes gerais
de uma infeccdo sistémica (FERREIRA et al.,, 2014). Apesar do crescente
numero de casos agudos, os relatos dessa fase da doenca sdo escassos na
literatura.

O acai foi o alimento associado ao maior nimero de casos de DCA
ocorridos na regido Norte nos ultimos anos seja pela contaminacao dos frutos ou
da prépria polpa por meio de dejetos de animais reservatorios ou de insetos
vetores infectados das areas endémicas (PASSOS et al., 2010; PEREIRA et al.,
2009).

No entanto, problemas que norteiam a qualidade sanitaria dos alimentos
produzidos a partir desse fruto tém preocupado a populacéo e levado aos
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sistemas publicos de saude uma nova demanda para o enfrentamento da doenca
de Chagas atraves do consumo de agai.

Em casos de surtos de DCA, a elucidacdo da transmissao oral €&
determinada por investigacdes clinicas e epidemioldgicas.

A disponibilizacdo de métodos para deteccédo de T. cruzi em alimentos
serd uma ferramenta poderosa na investigacdo epidemiologica da doenca de
Chagas, transformando evidéncias epidemiolégicas em dados comprobatorios
de que alimentos estejam efetivamente contaminados por T. cruzi.

Este trabalho é apenas uma contribuicdo para um estudo tdo abrangente
e desafiador que é a transmissao oral veiculada pelo consumo de acai. Nesse
ponto, serdo discutidos os resultados encontrados para a melhor compreenséo
dessa ferramenta molecular tdo importante que ajudara nas elucidacfes dos
casos envolvidos tanto nas microepidemias quanto no controle da qualidade de
produtos processados a partir do acai.

As cepas de diferentes espécies utilizadas neste estudo (Quadros 4 e 5)
tiveram como objetivo a padronizacdo dos métodos em desenvolvimento e sua
utilizacdo como controles dos métodos uma vez estabelecidos.

As extracoes de DNA de todas as cepas foram bem sucedidas de acordo
com cada protocolo especifico, resultando em quantidades de DNA satisfatorias
e de boa qualidade (Tabela 1).

A extracdo de DNA é a primeira etapa na maioria dos estudos que
envolvem Biologia Molecular, por isso € importante a obtencdo de DNA
quantificavel e livre de substancias inibidoras para o uso na PCR.

Até o momento, ndo existem estudos avaliando métodos para extracéo de
DNA de Trypanosoma cruzi diretamente do agai para que uma comparacao
pudesse ser realizada.

Dentre os quatro métodos de extracdo de DNA utilizados, apenas o
“Nucleo Spin” ndo foi adequado para este estudo, embora tenha sido
desenvolvido para diversos tipos de alimentos como produtos a base de
chocolate e concentrado de frutas.

Algumas modificagbes no método foram realizadas, mas mesmo
reduzindo a terca parte do lidfilo obtido a partir de 2 mL de acai, 0 método “Nucleo

Spin” nédo foi capaz de extrair DNA quantificavel para obter leitura no
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espectofotbmetro. Os flavondides, pigmentos encontrados em grandes
concentragdes no acai, podem ter influenciado na eficiéncia do método.

Analisando os valores de concentracdo e pureza, todos 0s outros trés
meétodos extrairam quantidades suficientes de DNA necessarias para o uso em
PCR. Apesar das extracdes obtidas pelo método DNAzol apresentarem valores
guatro vezes maiores (cerca de 320 ng/uL) do que os outros dois métodos que
utilizam CTAB (cerca de 75 ng/uL), o eluato contendo DNA apresentou coloracéo
amarronzada, mostrando sua ineficiéncia em eliminar os pigmentos presentes
no acai, podendo superestimar o valor encontrado da concentracdo de DNA e
explicar a inibicdo da PCR (Tabela 2).

A razdo A260/A280 é usada para estimar a pureza do acido nucleico em
relacdo a presenca de proteina. Para um DNA puro esta razao deve estar entre
1,8 e 2,0. J4 a razdo A260/A230 reflete a contaminacéo por substancias como
carboidratos, peptideos, fendis e compostos aromaticos. No caso de amostras
puras esta razao deve estar acima de 2,2 (JRC, 2007).

Com relacdo as razbes A260/A280 obtidas, o0 método que conseguiu
extrair com maior grau de pureza foi o que utiliza CTAB juntamente com RNase,
proteinase e lavagem com alcool a 70% (JRC, 2005). As extracdes com DNAzol
mostraram-se uma grande contaminagdo com proteinas, apresentando valores
muito abaixo de 1,8 (Tabela 2).

Na relacdo A260/A230, o método que mais se aproximou do valor
esperado foi o CTAB (JRC 2005). O DNAzol apresentou valores bem abaixo do
esperado mostrando um alto grau de contaminagéo por substancias quimicas.

Com base nos dados gerados por esse estudo, observa-se que o método
CTAB segundo JRC, 2005 apresentou melhores resultados, podendo ser
explicado pela presenca de etapas onde se faz uso das enzimas RNase, PTnhase
K e da lavagem com &lcool a 70%. Apresentou-se como um método altamente
eficiente, capaz de extrair 2,5 cels do parasito/mL de acai, eliminando os
interferentes intrinsecos a matriz de alimento e obtendo um DNA de excelente
gualidade e quantidade suficiente para ser amplificado por PCR. Pela
possibilidade de constituir um protocolo “in house” seu custo é bem mais baixo
do que os kits comerciais disponiveis, porém alguns fatores devem ser
observados para que a utilizacdo de protocolos contendo CTAB possam ser bem

sucedidos, tais como os apresentados a seguir, descritos por Somma (2006):
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Na etapa de lise, as moléculas lipidicas da membrana celular estédo
dispostas em dupla camada em que as moléculas de proteina estédo "dissolvidas"
(Figura 37-A). No método CTAB, a lise da membrana é realizada pelo detergente
CTAB contido no tampéo de extracdo. Devido a composicdo semelhante da
camada lipidica celular e do detergente, o CTAB tem a func@o de captar os
lipidios que constituem a membrana celular e nuclear. O mecanismo de
solubilizacédo dos lipideos utilizando o detergente CTAB é mostrado na Figura
37-B.

Quando a membrana da célula é exposta a extracdo com o tampao CTAB,
0 detergente capta os lipidios e as proteinas que permitem a liberacdo do DNA
gendmico (Figura 37-C). Em uma concentracéo especifica de NaCl, o detergente
forma um complexo insolivel com os acidos nucleicos. O EDTA € um
componente quelante que liga-se ao magnésio, entre outros metais. O magnésio
€ um co-fator para DNase. Através da ligacdo do Mg ao EDTA, a atividade de
DNase presente é diminuida. A solucdo Tris / HCI tem a finalidade de
tamponamento do pH (pH alto ou baixo causa danos ao DNA).

E importante notar que, uma vez que 0s acidos nucleicos podem
facilmente sofrer degradacao, o tempo entre a homogeneizagdo da amostra e a
adicao da solucao do tamp&o CTAB deve ser minimizado.

Na etapa de extracdo, compostos fendlicos, polissacarideos, proteinas e
lisados de compostos celulares dissolvidos na fase aquosa sao separados do
complexo de acidos nucleicos com o CTAB.

O cloroférmio desnatura as proteinas e facilita a separacdo das fases
aquosa e organica. E importante observar que a fase aquosa, dessa etapa, ndo
pode conter uma concentracdo de NaCl superior a 0,5 M, caso contrario a
solucdo aquosa ficara muito densa nao permitindo a separacéo das fases. O pH
da fase aquosa é outro fator muito importante e deve estar adequadamente
equilibrado entre 7,8 e 8,0, caso contrario o acido tendera a partir para a fase
organica.

E finalImente, na etapa de precipitagcdo onde o &cido nucleico é liberado
do detergente. Para este propdsito, a solu¢cdo aquosa € tratada primeiro com
uma solucdo de precipitacdo contendo uma mistura de CTAB e NaCl a uma
concentracéo elevada (> 0,8 M de NaCl). O sal é necesséario para a formacéao de

preciptacdo do 4cido nucleico. Sob estas condi¢gfes, 0 detergente, que € mais
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soltvel em isopropanol do que em agua, pode ser eliminado, enquanto o acido
nucleico precipita. O tratamento sucessivo do acido nucleico com 70% de etanol

permite uma purificacéo adicional com o objetivo de retirar o NaCl remanescente.

Figura 37: Exposicao da célula a solucdo contendo o detergente CTAB.
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Legenda: A-Composicao da membrana celular, em destaque a dupla camada lipidica contendo
proteinas; B- Solubilizacéo dos lipidios; C- Destruicdo da membrana celular e extracdo do DNA

gendmico. Fonte: (SOMMA, 2006).

Métodos que utilizam o CTAB como detergente de lise sdo amplamente
empregados em alimentos crus ou processados para a andlise de alimentos
transgénicos e muito comum em plantas, principalmente quando estdo
associados a outras substancias como 3-mercaptoetanol (MINAS et al.,2011;
DEVI et al., 2013; MONDAL et al., 2014).

Os dados apresentados na etapa de validacéo (tabela 3) confirmaram que
o método de extracdo (JRC, 2005) aplicado ao acai produziu DNA em
quantidade (média de 70,6 ng/uL) e qualidade adequadas para a deteccao
baseada na PCR e alta reprodutibilidade demonstrados pelos valores de desvio
padrao (9,8 ng/puL) e coeficiente de variacdo (13,9%). Comumente, o limite
aceitavel do coeficiente de variacdo € de 20% entre réplicas de extracdo de DNA
de alimentos (JRC, 2007).

Uma vez estabelecida uma metodologia de extracdo de DNA capaz de

detectar o T. cruzi em uma matriz tdo complexa como o0 acai, outros estudos
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poderdo ser realizados com vistas ao esclarecimento de problemas que norteiam
a doenca de Chagas por transmissao oral.

A padronizacdo da PCR convencional com o par de iniciadores descrita
por Chiurillo e colaboradores (2003), resultou em um método especifico e
sensivel, conseguindo distinguir T. rangeli do T. cruzi e amplificar este até 3pg
de DNA numa matriz de acgai.

A elevada especificidade é explicada pela alta variabilidade inter-espécie
exibida por sequéncias subteloméricas dos tripanosomatideos, regido alvo dos
iniciadores selecionados. Gottdenker e colaboradores (2012) utilizaram os
mesmos iniciadores, com sucesso, para uma avaliacdo correlacionando
mudancga antropogénica com o0 aumento da infeccdo por T. cruzi em
triatomineos.

O Trypanosoma cruzi e o Trypanosoma rangeli sdo duas espécies de
protozoarios de ocorréncia simpatrica entre as Américas do Sul e Central e que
compartilham os mesmos hospedeiros invertebrados, hospedeiros mamiferos
silvestres e domeésticos, incluindo seres humanos (NASCIMENTO, 2015).

Considerando que a contaminacdo dos frutos de acai acontece pelo
deposito das fezes ou pela maceragédo do proprio triatomineo no momento do
processamento do fruto, a distincdo entre T. rangeli e T. cruzi pelo método
utilizado fez-se necessaria eliminando a possibilidade de resultados falso-
positivos.

A especificidade experimental dos iniciadores para deteccéo de T. cruzi
frente ao DNA gendmico de L. braziliensis, L. amazonensis, T. rangeli e T. cruzi,
mostrou baixa especificidade para aos iniciadores descritos por Piron e
colaboradores (2007), Souto e colaboradores (1996) e Virreira e colaboradores
(2003). Por conseguinte, foram descartados para esse estudo.

Ao testar os iniciadores TCZ1 e TCZ2 (PIRON et al., 2007) com DNA
extraido de sangue de pacientes, Gilber (2007) também encontrou resultados
com baixa especificidade.

No ensaio de seletividade, o método de PCR padronizado foi capaz de
detectar cepas verdadeiramente positivas como positivas e cepas
verdadeiramente negativas como negativas (Figuras 22 e 23).

As cepas pertencentes ao género de Leishmania e Trypanosoma

(diferentes da espécie T. cruzi) foram utilizadas por serem cepas nao-alvo, que
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podem ter uma reacdo cruzada, mas ndo podem ser detectadas pelo método
estudado. As diferentes cepas de Trypanosoma cruzi foram utilizadas por serem
cepas-alvo, apresentarem diferentes genotipos e serem isoladas de hospedeiros
relacionados ao ciclo de vida do Trypanosoma cruzi, como barbeiros (Triatoma
tibimaculata, Triatoma infestans e Rhodnius pictipes) e gambas (Didelphis
marsupialis e Didelphis aurita) capturados em regides de significancia geografica
(Santa Catarina, Para, Rio Grande do Sul e Argentina) para a doenca de Chagas.

As cepas de bactérias e fungos foram utilizadas uma vez que esses
organismos séo indicadores de qualidade sanitaria e estarem naturalmente
presentes na superficie dos frutos do acai (TOURNAS e KATSOUDAS, 2005;
CONCHA-MEYER, 2015), respectivamente, mas que nao podem ser detectados
pelo método.

No estudo matriz foram testadas preparacdes que sdo estabelecidas pela
Instrucdo Normativa n.1, de 7 de Janeiro de 2000 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (polpa de acai, acai médio e acai fino) e ainda outras
nao contempladas por esse documento, mas disponiveis para venda em
estabelecimentos alimenticios. Foram elas: polpa de acai, acai fino, polpa de
acai com xarope de guarand e morangos em pedacos e néctar misto de acai e
banana.

O resultado do ensaio foi satisfatorio uma vez que todos os alimentos
testados, contaminados artificialmente, apresentaram resultados positivos para
T. cruzi na deteccao por PCR (Figura 24), comprovando que as diferentes
preparacgdes contendo agai ndo interferem no desempenho do método estudado.

Apesar da polpa de acai e 0 acai serem produtos classificados de acordo
com o conteudo de sélidos totais e serem obtidos apds o amolecimento e
despolpamento do fruto, com e sem adicdo de agua e filtracdo, respectivamente,
(BRASIL, 2000), muitos fabricantes e produtores artesanais ndo conseguem
produzir tais alimentos dentro dos padrdes estabelecidos.

Fregonesi e colaboradores (2010) analisaram 30 amostras congeladas de
acai (polpa, acai médio e acai fino) coletadas em supermercados e lanchonetes
de Ribeirdo Preto (SP) e verificaram que 63% estavam em desacordo com a
legislacdo em vigor quanto ao teor de sdlidos totais e umidade, sugerindo que a
quantidade de agua utilizada para extracdo pode ter ocasionado a oscilacao no

teor de sdlidos totais. Verificaram ainda que 50% das amostras estavam em
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desacordo coma Portaria n° 326/1997 (BRASIL, 1997) por apresentarem
matérias estranhas, como fragmentos de insetos, acaros, cristais de areia e pelo
humano, demonstrando a existéncia de falhas na producdo dos frutos,
processamento, manipulacdo e comercializacéo das polpas, ou seja, ha adocéo
e/ou manutencdo das Boas Praticas de Fabricagcdo. Além de uma amostra ter
sido considerada imprépria para o consumo por apresentar pelo de roedor,
matéria estranha prejudicial & saude humana, de acordo com a Resolugédo RDC
n°® 175/2003 (BRASIL, 2003).

Freitas e colaboradores (2015) encontraram resultados semelhantes em
amostras de acai comercializadas em Governador Valadares (MG), duas das
trés marcas analisadas apresentaram fragmentos de insetos em desacordo com
a Portaria n® 326/1997 (BRASIL, 1997) e com a Normativa N°1, de 07 de Janeiro
de 2000 (BRASIL, 2000).

Fragmentos de insetos, comumente, ndo sao identificados em virtude do
diminuto tamanho, porém essa constatacdo corrobora ainda mais com a
possibilidade do acai estar contaminado com insetos como barbeiros que podem
estar por sua vez eventualmente contaminados com o protozoario Trypanosoma
cruzi, tornando o produto um veiculo da transmisséo oral da doenca de Chagas
Aguda (FREGONESI et al., 2010).

Apesar de nao ter sido o objetivo desse trabalho, uma avaliacdo dos
rétulos dos produtos coletados em supermercados e estabelecimentos afins foi
realizada para verificar a conformidade da classificacdo declarada pelo
fabricante. Dentre as 46 amostras analisadas, 6 (13%) ndo estavam em
conformidade com a RDC n°259/ 2002 no que se refere a denominacdo de
venda, uma vez que foram declarados como “polpa de acai médio”, sendo
corretos os termos “agai médio” ou “acai regular tipo B” (BRASIL, 2002).

Fregonesi e colaboradores (2010) também avaliaram a conformidade da
classificacdo declarada pelo fabricante de produtos de acai e encontraram 33%
das amostras em desacordo com a RDC n°259/ 2002 no que se refere a
denominacéo de venda, uma vez que foram declarados como “polpa de acai
médio”, sendo corretos os termos “agai médio” ou “acai regular tipo B” (BRASIL,
2002).

Pelo exposto acima, a falta de uniformidade das polpas de acai e de acai

disponiveis no mercado é uma realidade que, aliada a baixa qualidade sanitaria,
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pode acarretar na desvalorizagdo do produto. Tendo em vista a grande variedade
de novos produtos a base de acai surgindo no mercado (exemplos como:
brigadeiro vegano, polpa desidratada, cookies, barra de cereais, sorvetes, sucos,
refrigerante, bombom) a ferramenta de analise torna-se um fator desafiador para
desenvolvimentos de métodos de analises para detec¢cdo do parasito em
matrizes alimentares tdo complexas.

Através do método de deteccdo de T. cruzi desenvolvido neste trabalho
foi possivel, pela primeira vez, avaliar amostras de alimentos a base de acai
produzidas em vérias regides do Brasil e comercializadas nos estados do Rio de
Janeiro e Para quanto a qualidade sanitaria pela presenca de DNA de T. cruzi.

Foram coletadas 140 amostras no periodo entre 2010 e 2015, em 2 etapas
distintas.

Na primeira etapa, em 2010, foram coletadas 47 amostras, pela equipe do
laboratério, das quais 17 em supermercados e estabelecimentos da cidade do
Rio de Janeiro (acai e acai com guarana e frutas) e as 30 amostras restantes em
feiras e estabelecimentos da cidade de Belém do Para (acai, polpa, sobremesa,
gelado comestivel, mingau, sementes e frutos).

Das 17 amostras coletas no Rio de Janeiro, 8 (47%) apresentaram
resultado positivo para presenca de T. cruzi envolvendo 11 marcas diferentes.
Foram elas: acai (2), acai com guarana (1), acai com guarana e morango (2),
acai com guarana e banana (2) e acai com guarana, morango e acerola (1),
pertencentes a 3 marcas diferentes (tabela 4).

Das 30 amostras coletadas no Para, 3 (10%) apresentaram resultado
positivo para presenca de T. cruzi. Foram elas: acai (1) e fruto do acai (2), todas
coletadas na Feira do Acai (PA).

Além da diferenga percentual de positividade ter sido consideravel entre
os resultados obtidos nas duas cidades, o tipo de alimento envolvido na cidade
do Rio de Janeiro também foi bastante intrigante.

No Rio de Janeiro é muito comum o consumo de polpa de acai misturada
ao xarope de guarana natural, alterando o sabor tdo peculiar desse fruto, ja que
0 acai na sua forma original ndo faz parte da gastronomia da cultura local.

Curiosamente, as amostras coletadas em supermercados no Rio de
Janeiro que apresentaram resultados positivos para presenca de T. cruzi,

possuem em sua maioria xarope de guarana e frutas como morango, banana e
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acerola em sua composicdo. Essas amostras sdo originarias de industrias de
alimentos e por isso deveriam conter um rigor no que diz respeito a aplicagéo
dos procedimentos de boas praticas de fabricacdo e selecdo da matéria-prima,
assumindo a responsabilidade em preparar alimentos que ndo sejam prejudiciais
a saude do consumidor. Por outro lado, as agéncias reguladoras deveriam
monitorar as industrias assegurando a producdo de alimentos seguros a
populacao.

Se considerarmos que a temperatura de refrigeracéo e congelamento néo
destroem o T. cruzi presente em produtos contendo acai (BARBOSA- LABELLO,
2010) e que os xaropes de guarana, ricos em acucares, podem estar
contribuindo para manutencdo dos parasitos atuando como um criopreservador
de protecdo extra-celular, esses alimentos podem potencializar o risco de
transmissao de doenca de Chagas pela via oral.

Diaz-Albiter e colaboradores (2016), descreveram o primeiro relato de
fitofagia e alimentacdo por agucar de triatomineos do género Rhodnius
sugerindo que as plantas podem ter um papel nutritivo para manutencdo dos
triatomineos, com aumento da expectativa de vida e ndo mais somente como
abrigos. Verificaram ainda que, todos os cinco instares de desenvolvimento dos
triatomineos do género Rhodnius, considerado por mais de um século
estritamente hematofago, conseguem alimentar-se de solucdo de sacarose a
10% e que podem adquirir nutrientes por perfuracdo de tecidos vegetais como o
tomate. Portanto, a aquisicdo de nutrientes em flores ou frutas pode ser uma
explicacdo adicional para a associacao de triatomineos com plantas tropicais.

Sabe-se que, quando o triatomineo passa por longos periodos de jejum
h& uma reducéo da populagédo de T.cruzi no reto e um aumento no percentual
das formas tripomastigotas metaciclicas, que sdo as formas infectantes
(KOLLIEN e SCHAUB, 1998: 2000).

Passos e colaboradores (2010) verificaram na analise da parasitemia dos
camundongos inoculados com T.cruzi apos contato com acai que, um periodo
de tempo maior de contato do parasito com a polpa de acai exacerba a sua
viruléncia e leva a uma precocidade no inicio da parasitemia e tempo de morte
dos animais.

Os triatomineos sdo numerosos, diversificados e colonizam ecotopos

temperados, subtropicais e tropicais nas Américas. Espécies do género
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Rhodnius spp. e Panstrongylus megistus estdo altamente associadas as
palmeiras e bromélias (SARQUIS et al.,, 2010; GAUNT e MILES, 2000).
Curiosamente, muitas frutas tropicais, como as de palmeiras, apresentam
pericarpo mole, como o0 acai que é um alimento que estd associado a
transmisséo da doenca de Chagas no Brasil (DIAZ-ALBITER et al, 2016).

Xavier e colaboradores (2014) demonstraram que os casos de DCA
relacionados com a area urbana de Belém sao derivados de triatomineos
silvestres infectados e transportados acidentalmente em embarcacdes das ilhas
que fornecem amaioria do acgai vendido na regido metropolitana.

Para corroborar com esses achados, demonstramos no presente trabalho
que uma amostra de acai coletada na Feira do Acai (PA) apresentou
amplificagcbes por Multiplex PCR compativeis com T. cruzi e triatomineo,
comprovando a contaminacgao por triatomineos (Figura 35).

Esses achados abrem novos questionamentos e apontam para a
necessidade de investigacdo: na fitofagia por triatomineos pela disponibilidade
de acai; o efeito do acai no desenvolvimento, reproducéo e sobrevivéncia dos
triatomineos; e do comportamento da populacdo de T.cruzi no triatomineo
quando este tem sua dieta baseada na fitofagia, principalmente com acai.

Na segunda etapa, foram coletadas 93 amostras nos estados do Rio de
Janeiro e Para. Dessas, 48 amostras pela Secretaria Estadual de Saude do Rio
de Janeiro (SES/RJ) (acai, polpa, acai ¢/ guarana e/ou frutas) abrangendo 5
diferentes marcas, 44 amostras (acai e fruto de acai) pela Prefeitura Municipal
de Belém (LACEN/PA) e 1 amostra coletada pela professora Dr2 Lucia Jaeger
(Universidade Federal do Rio de Janeiro).

Nenhuma das amostras coletadas no Estado do Rio de Janeiro, no
periodo de 2011 a 2012, apresentou resultado positivo (tabela 5).

Este fato pode ser explicado pelas amostras serem diferentes coletados
em 2010. Apesar de similares, ndo foram produzidos pelos mesmos fabricantes,
com excecdo de duas amostras que foram produzidos pelo mesmo fabricante
das coletas do ano de 2010 (acai médio e acai com morango e acerola). Deve-
se levar em consideracdo que existem duas safras de acai por ano e que a
producao agricola tem origem em estados diferentes também.

Se for considerada a hipétese da fitofagia em acai por triatomineos pela

escassez de repasto sanguineo, uma avaliacdo ecoepidemioldgica devera ser
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realizada para verificar se a contaminagéo dos frutos de acai ndo acontece na
propria palmeira.

As amostras coletadas no Para a partir do ano de 2012 fizeram parte de
um programa de monitoramento do Para que teve inicio em 2011 chamado de
“Programa Estadual de Qualidade do Acai” pelo Departamento de Vigilancia do
Estado do Para / SESPA. Esse programa teve como objetivo estabelecer
procedimentos higiénico-sanitarios para manipulacdo e comercializacédo do acai,
assegurando sua qualidade em toda cadeia produtiva. Para isso, houve o
cadastramento dos batedores de acai e a partir de entdo uma capacitagao foi
realizada mostrando a importancia das etapas de lavagem no pré-preparo da
polpa e do branqueamento pOs preparo, entre outros. A distribuicdo de kits
contendo uniforme, peneira, dosadores, termémetro, crondmetro, entres outros,
também foi realizada para complementar a capacitacdo e facilitar na
continuidade do processo.

ApoOs esse trabalho de conscientizacdo, quinze estabelecimentos foram
avaliados através da analise de 30 amostras. De cada estabelecimento foi
coletado uma amostra de fruto de agai e uma amostra de polpa de acai.

Os resultados das analises mostraram que dentre as trinta amostras,
apenas uma amostra de fruto e uma amostra de polpa tiveram resultados
positivos para presenca de T. cruzi por PCR, demonstrando que ainda havia
falhas no processo das boas praticas de fabricacao.

Em 2015, ainda analisando amostras que fizeram parte do Programa de
Monitoramento da Qualidade do Acgai, o resultado das analises das 10 amostras
coletadas de igual forma nos estabelecimentos que participaram da capacitacéo
ja foi diferente, com nenhuma amostra positiva para presenca de T. cruzi,
demonstrando a evolugéo desse importante trabalho de conscientizagéo.

Baseado na técnica de genotipagem desenvolvida por Burgos e
colaboradores (2007) e Ramirez e colaboradores (2010), foi possivel caracterizar
genotipicamente o DNA que apresentou resultado positivo para T. cruzi no
ensaio de PCR.

O sistema para caracterizagdo molecular utilizada neste estudo foi a
genotipagem multilocus intra-especifica de T. cruzi recomendado por um
consenso internacional (ZINGALES et al., 2009) para a identificacdo de

genotipos diretamente de amostras sanguineas de pacientes cronicos.
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A genotipagem de T. cruzi permite que correlacbes com propriedades
biolégicas do parasito, clinicas e ecoepidemiolégicas da doenca de Chagas
sejam realizadas (ZINGALES, 2012).

Esse trabalho mostra pela primeira vez, o perfil genético de T. cruzi
isolado a partir do DNA extraido de amostras de acai comercializadas no Rio de
Janeiro e Para.

A partir da metodologia aplicada, este estudo apontou que produtos
alimenticios contendo acai apresentaram contaminacdo mista, mas com
prevaléncia para as DTU Tcl, Tclll e TcV (Tabela 7).

Das amostras genotipadas, cinco amostras (38,5%) apresentaram
gendtipo Tclll, outras cinco (38,5%) apresentaram gendtipo TcV, quatro
amostras (31%) apresentaram gendtipo Tcl, duas amostras (15,4%)
apresentaram genétipo TclV e uma amostra (7,7%) apresentou gendtipo TcVI.
Nao foram genotipadas as amostras de “agai com guarana”, “acai com guarana
e banana”, “acai com guarana, morango e acerola” e polpa de acai. Quatro
amostras nao tiveram resultados conclusivos: duas amostras apresentaram Tcll
ou TcVI e outras duas apresentaram Tclll ou TclV (Tabela 7).

O resultado de contaminacdo mista € claramente entendido, uma vez que
os frutos de acai podem naturalmente receber detritos de varias espécies de
triatomineos e em casos de manufatura do fruto em forma de polpas, as
industrias podem estar recebendo frutos de diversas partes geograficas de onde
é cultivado o acai.

O encontro das DTU Tcl e Tclll nas amostras de acgai nesse estudo,
corrobora com os dados encontrados na literatura.

O gendtipo Tcl parece ser predominante da regidao da Bacia Amazdnica
(BUSCAGLIA e DI NOIA, 2003) e est4 relacionado a infecgdo humana nessa
regido geografica associada a casos agudos graves resultando em surtos de
transmissdo oral (COURA, 2006). As espécies de vetores silvestres onde
geralmente é encontrado sdo Rhodnius, Panstrongylus, Triatoma e Eratyrus.
Apresenta como reservatérios animais arboreos e semi-arbéreos como gambas,
roedores, primatas, tamanduas e roedores terrestres. Os principais ecotopos sédo
palmeiras, frestas de arvores, rochas e partes terrestres na Amazobnia
(ZINGALES, et al., 2012).
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O gendtipo Tclll apresenta nichos ecoldgicos terrestre e fossorial, cujos
reservatorios selvagens sdo tatus dos géneros Dasypus, Chaetophactus e
Euphractus, além de gambds, primatas e quatis (ZINGALES, et al., 2012). Os
triatomineos da espécie Panstrongylus geniculatus sdo seus vetores silvestres e
estao distribuidos na América do Sul. Sao raros em humanos, com alguns casos
encontrados na Amazonia e sudeste brasileiro (MARCILLI et. al., 2009) e caes
domésticos, com relatos de isolamento em cées no estado de Mato Grosso do
Sul (UMEZAWA, et a., 2009). Os casos agudos estéo localizados na Amazonia
brasileira com apresentac¢édo clinica pouco conhecida.

Apesar da literatura ndo apresentar muitos dados sobre o gendtipo TcV
relacionados aos nichos ecoldgicos, vetores e hospedeiros selvagens (0os mais
comuns sao tatus dos géneros Dasypus, Euphractus e roedores do género
Octodon), 38,5 % das amostras de acai apresentaram o genotipo TcV. Este
gendtipo € encontrado no cone sul, extremo sul do Brasil e regido do Gran
Chaco. Os pacientes no cone sul apresentam a forma cardiaca e séo portadores
de mega sindrome decorrentes da doenca de Chagas (ZINGALES, et al., 2012).

No surto de doenca de Chagas pelo consumo de agai ocorrido em
Mazagdo (Estado do Amapd) em 1996 envolvendo 26 pessoas, Valente e
colaboradores (2009) mostraram que dos 68 triatomineos pertencentes as
espécies Rhodnius pictipes (66) e Pangstrongylus geniculatus (2) capturados no
local do surto, 45 (43 Rhodnius pictipes, 2 Pangstrongylus geniculatus) estavam
infectados com T. cruzi. Treze isolados (8 de humano e 5 de Rhodnius pictipes)
foram genotipados pelo método do mini-exon e apresentaram como resultados
Z3 e TCl, além de infec¢@o mista de T. cruzi Z3 e T. rangeli de dois isolados em
Rhodnius pictipes. Como o método utilizado ndo consegue distinguir TClla de
TCllc e classifica ambos como Z3, os autores presumem gque o0s isolados sao
mais susceptiveis a TClla que ja foram previamente associados com infecgcéo
humana. Portanto, pela atual classificacédo proposta por Zingales et al., 2009 os
achados sao equivalentes a DTU Tcl e TclV.

Steindel e colaboradores (2008) caracterizaram genotipicamente 13
cepas de T. cruzi isoladas de seres humanos, gambas (Didelphis aurita e
Didelphis albiventris) e vetores (Triatoma tibiamaculata), provenientes do surto
de DCA ocorrido em Santa Catarina em 2005 pela ingestdo de caldo de cana.

As cepas foram caracterizadas por eletroforese de isoenzimas (MLEE), regiao
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intergénica do gene do Spliced Leader do gene da subunidade 24a do RNA
ribossomal. Os ensaios revelaram que todas as cepas isoladas a partir de seres
humanos pertenciam ao grupo de TC Il, as cepas isoladas de gambas
pertenciam ao grupo Tcl, mas cepas isoladas de triatomineos mostraram
contaminacgao mista de Tcl e Tcll, segundo classificacdo de Anonimo (1999).

Valente (2009) caracterizou pelo gene de mini-exon 151 isolados de T.
cruzi (46 isolados do homem, 31 de outros mamiferos e 74 de triatomineos)
associados aos surtos de Bacarena, Belém, Cachoeira de Arari (PA) e Santana
(AP). Todos os isolados exibiram perfil da linhagem Tcl, que é a linhagem
amplamente predominante na Amazonia Brasileira.

Um estudo realizado por Sangenis e colaboradores (2015), mostrou que
dentre 1963 pacientes portadores de doenca de Chagas e moradores do Rio de
Janeiro, 69 (3,5%) nasceram no Rio de Janeiro. Destes, 15 (21,7%) foram
considerados casos autéctones com 60% apresentando a manifestacao
cardiaca da doenca. Esses individuos considerados autéctones eram moradores
de municipios como Séao Fidélis, Sdo Sebastido do Alto, Campo dos Goytacazes,
Santa Maria Madalena, Conceicdo de Macabu, Bom Jesus de Itabapoana,
Itaborai e Resende. A transmisséo da doenca foi considerada vetorial (espécies
de T. vitticeps envolvidas na invasao de casas daquela regiao), pois todos os 15
pacientes moraram em casas de pau a pigue na primeira década de suas vidas
e 7 deles ja tinham visto triatomineo em suas casas. Todos ja tinham consumido
carne de caca (tatu, gamba, pred e pacas), ingerido caldo de cana e duas
pessoas relataram que consumiam acai esporadicamente. O genotipo Tcl foi
identificado em reservatorios silvestres e vetores. Os gendtipos Tcl / TcVi
(infeccao mista) puderam ser identificados em um dos isolados de humano.

A metodologia de genotipagem foi executada com sucesso em DNA de
origem alimentar, talvez, por se tratar, de uma metodologia desenvolvida para
deteccdo em pacientes com baixa parasitemia, como é o caso daqueles que
apresentam a forma cardiaca da doenca de Chagas.

Os gendtipos encontrados nas amostras de acai sdo concordantes com
0s apresentados na literatura onde ha correlacdo com triatomineos e gambas

envolvidos em surtos.



124

Apesar de existirem importantes estratégias sendo implementadas, o
Brasil ainda se encontra num estagio embrionario e pontual no combate a
doenca de Chagas transmitida pelo consumo de acai (FERREIRA et al, 2014).

Ainda ha a necessidade de incentivos a pesquisa para que conhecimentos
gerados relacionados a viabilidade do T. cruzi em diferentes alimentos e a
técnicas de deteccédo e de inativacdo e formas de contaminacao dos alimentos
pelo T. cruzi, entre outros, auxiliem na compreensao da transmisséo oral desse
parasito e sua melhor interpretacdo epidemiologica de prevencdo e controle
(PANAFTOSA, 2006).

S&80 necessarias ainda estratégias para garantir a inocuidade do acai
mantendo suas propriedades sensoriais e nutricionais. Assim, as Boas Praticas
de Higiene, as Boas Praticas de Manufatura e a aproximacgéao entre instituicdes
de ciéncia e os produtores de agai, sdo essenciais para contribuir na solugéo
deste problema.

Programas de capacitacdo para os batedores artesanais, tecnologia para
processamento da polpa de acai e o controle da qualidade séao investimentos
que devem ser realizados para que esse produto tdo importante para populacéo
atinja um adequado padrao de qualidade.

Segundo Trevisan (2004), o conhecimento melhora processos, aperfeigcoa
servicos, cria negocios e, sobretudo a gestao eficiente. E isso s6 € obtido com
educacdo e ciéncia. Dai a importdncia de unir a capacidade de gerar
desenvolvimento do mundo académico com 0 meio empresarial.

Sendo assim, existem muitos desafios para o Brasil no que se refere a
estruturacdo de acdes voltadas para atencao, vigilancia, prevencao e controle,
com vistas a respostas efetivas para toda a sociedade.

Desta forma, espera-se que os produtores de polpa alcangem um estagio
de producdo que garanta a qualidade, a minimizagdo dos riscos de saude, o
valor nutricional e as propriedades sensoriais desse alimento tdo desejado na

cultura local.
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6 CONCLUSOES

- Dentre os quatro métodos de extracdo de DNA testados, o método que
utiliza CTAB segundo JRC (2005) foi selecionado como o mais adequado para
extracdo de DNA em matriz de acai;

- A validacdo do método de extracdo (JRC, 2005) aplicado ao acai
mostrou que o método selecionado proporciona o isolamento de DNA em
guantidade e qualidade adequadas para a deteccdo baseada na PCR e possui
alta reprodutibilidade demonstrados pelos valores obtidos de desvio padréo e
coeficiente de variagao;

- A padronizacdo da PCR convencional com o par de iniciadores descrito
por Chiurillo e colaboradores (2003), resultou num método especifico e sensivel,
capaz de distinguir T. rangeli do T. cruzi e amplificar este até 3pg de DNA numa
matriz de acai.

- No ensaio de seletividade, o método da PCR padronizado foi capaz de
detectar cepas verdadeiramente positivas como positivas e cepas
verdadeiramente negativas como negativas, demonstrando sua capacidade em
detectar o alvo de interesse na presencga de outros componentes presentes na
matriz.

- O resultado do ensaio Matriz foi satisfatério uma vez que todos os
alimentos testados, contaminados artificialmente, apresentaram resultados
positivos para T. cruzi na deteccdo por PCR, comprovando que as diferentes
preparacdes contendo agai ndo interferem no desempenho do método
desenvolvido.

- O método desenvolvido foi aplicado em produtos alimenticios que
continham acai adquiridos nos estados do Para e Rio de Janeiro e mostrou que
cerca de 9% das amostras continham DNA de T. cruzi, demonstrando falhas nas
boas praticas de fabricacdo e de higiene.

- Amostras positivas ao ensaio de identificacdo por PCR convencional
foram submetidas a caracterizacdo molecular e apresentaram contaminacao
mista, mas com prevaléncia para as DTU Tcl, Tclll e TcV, demonstrando
concordancia com os dados apresentados na literatura onde ha correlagdo com

triatomineos e gambas envolvidos em surtos.
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- Os ensaios preliminares na PCR em tempo Real com SYBR Green
demonstraram compatibilidade com os resultados obtidos na PCR
convencional, com resultado discordante em apenas uma amostra, mostrando

gue o método pode ser aperfeicoado quanto ao aumento da sensibilidade.
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7. PERSPECTIVAS

Os resultados deste trabalho apontam para a necessidade de novos
estudos para detec¢do de T. cruzi em agai, tendo em vista 0 nimero de produtos

alimentares disponiveis no mercado que utilizam o acai como matéria-prima.

O desenvolvimento do método de deteccdo de T. cruzi por PCR permitira
propostas para acdes de vigilancia sanitaria através do monitoramento das
polpas de acai que sdo consumidas no mercado brasileiro.

O método desenvolvido podera ser testado e adaptado em outras
matrizes alimentares envolvidas em surtos como caldo de cana, goiaba, carnes

de animais silvestres mal cozidas e em leite materno.

O desenvolvimento de um sistema de deteccdo utilizando a PCR em
Tempo Real com sondas permitira o aumento da especificidade e da
sensibilidade do método ja desenvolvido.

A aplicacdo do método desenvolvido na ampliacdo do estudo da

irradiacdo como método de conservacédo de polpas de acai.
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RESUMO

Até o wno de I004, a ocoméncie de doenfa de Chages aguda (DCA] por cnsmimdo
aral, redaclonedy 30 consume de slimentor, Constitua wm evento pouco conhecido ou
invessigado. Atuslmerie tormouae frequente na megiho amazdmica ¢ estd relacionada 3
acorméncia de cortos recentes s dlvenmos ectados brachedons,

DO casac recentes nocificacos na Bral de DCA astlo relacionad: 40 cotsumo 00-5UCD de
mCal, consideradd o almento essencial na dleta da poputacha da Regido Morie @ mamo
apneriado nos Eemak eskados Draslleiros & & OUITOS IS,

O pizjativa deste trabalho fol destacar o novos desafios a seram enfrentados peios drghos
desaide piolica ra prevencia da transmisio-da doenga de Crages pela consemo de aca.

Apesys o Estire mportantes ﬂua’.-!-glu sanda impbementadas pelo Srasli na combate
& dosrca de Chagas bansmibcs ¥ia atimento, 2inda fid & recemidade oe inoentvos A
BECOUE Dard qui conhacimantos gerados aaiiem na compreanclo da transmislo oral 8
tus melhor inberpratachko epfdemioldgica, de prevensdo e controbs. A implementachs das
Baas Primicet de Higiene, Boas Praticas de Wacf anora & & acrocimacko encre sttiites
de ciéncia 8 o5 produtonss de acal também poderso condribuir ra solucko deste problama.

FALAVRAS<CHAVE: Dogrca d2 Cragas: Thyponosoma Cruzh; Az Transmissda O
vighlncia Santtarta

ABSTRACT

Thecocwmencsof aoute Chagas dsease (ACD| by oral transmission related io food coreemeoon,
Uil 1004, wan 8 Uitiee Known or iovesrigated evect Cwerertly becomes frequect in the
Amarcn region and t nelated to the scoumence of recent owebreaks in severa shates

Recent cases in Brazil af ADD are related Lo tre consuphbion. of o juics, considersd esuencial
foad n S diet of the popuiation in the Korther Raglon. The acal bemy has been appredated bath
for &5 rutritonal value, 5 by iS5 Caacherstc flawr, cemsing to be consemad in the producing
regions, estending ttroughout the braziian terrthony and even esported o oirer courkies

The atm of the study wia 1 highbight tre rew chslierges faced oy putlic healtn agenoes
In prewenting the banmsmisvion of Chagas diseese by Consumodon of acan. althoush
there are degortant sirategies being Implesented by Bzl o combat Chagas discase
transmittsd via dood, there is sl 3 need for incantives o seanch for that knowledse
peraryied assist In undeniacaling the oral frarscvssion of this pareciie and it betier
Inrerpretaiion ol epldemiolagicet, prevention and controt. Besides the implamemaacion of
Good Hygiere Fractices; Good Manufacbring Practices and the mpprochemest betwesn
sCrenos insttubions and proJducers of ace bo contribubs i solving This probdem,

KEVWORDZS: Tragas Theme: Typonasems Crely Aps; Oral TRnsmission; Health Siraeiince
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Famalra ATE et al,  Tammeeks o o doeec o Coagas

INTRODUCAD

A hisrlia natirad da doenca de Chagas comegou Ra milhanes de
BNOE OO LT @ni2naiia, pardoutarmenie ening o animait sfhves
tres, @ que alnde perssie ©m Gneas coma a da regldo xmazinica.
Qriands o homem frsadiv 05 ecdkopos naturals, & transmissdo da
doansa acomEDsu acfdeniaimenis COMO LMa . eREMOCOIoanose.
Comid resuitsdo do desmatamento pare athddade da agicutiura
o pecudria na America Latina nos Glbimes trezecdos anos; triae
Tominecs Incapazes oe alimentanse devida as desiocamesto de
animais plvestres comeCaaT 3 colontzar Sreat ao redar & dankm
o casas. B adapharamese & eshe novo nicha, atimentandoese de
sangue de humanos € animais domésticos coma Uma 2nanose’ . Ens
iretanta, com s mudancas na ambiecke decoTendes A ocupacka
Fiamana, O panorama sa modificos &, atusimente, g5ty doenca &8
coahgurs em um d=porlants probisrma dosaude poblica com ma
ampls distribinchs ra smerice Csmiral &= do S50, esherdendoens
s o vl dos Extados Unddos abs a Argentinat,

A doenga de Thagas oo tripacassomosse: smedcana fol descolerta
o= 3909, pelo pesquikeccr Drasilefro Tario Ribetro datinlang
das Chagas (1B7E.1334), no municiplo de Lamance, inperior da
Estada de iwiras Cerai®. Segqunda a Organizachks veondial da Saue
e (OME), & doncy O Cagac st entre ot dezescete doencad
wroplcals negligerciacas, atinginda cevca de 12 miihdes de indl-
widuds infectados nas Améncas, senda que somerts no Brack hi
2 milndes S chaglsicos’. Akdm dhso, Estd entre as mals Fooors
tantes ndecches paraTarias e, no fral do séculn passada, fol
considerada come a mals importame peby Eanos Mesedisl, par
apresentar wo impacto sockecondmica signifcatkamente malor
Jue o pbtlda peeto edeito comibinado de bodas as coara dedecclies
causadas por parasitos”.

& doenca s estatehece par mela de wm cicho blokSgion camples
MO DoorTE pela franpmisko do Thypenosamae el T cruxf,
o probozodrks hemoflagelado, da Ordem Kinetoplastide e da
Familla Tryoanosomatidae. O clclo wciul dols Hpot de hospedels
6. O primedo & um ineeto hermipbeno g nemakalago, papokan
merie conherido coma dartelra [ristomined) &, 0 Segerdn, U
mamifers réservatddo goe pode perfoncer a dlvevsas ciases,
COMI marssodals B rosdonest. A dspersho da doence de Chagas
o Brach guards redacis direts Lom & prasenca o princigas es
pecies de friabomineoas domicillares: o THotome infiestans, THo
toma sordits, THadoma brasiliansis, THatame pseudomoruosio ¢
Ponsirongyius megistus”

A Jcenca acresenta doas Tases: a Infcla ou agada (DAL, que pere
dra por 4 3 8 samanas, multasvezes astiviomdtics o cllgassinm
Ak, cafacierizads pela presenca da ripoTastigols no sangue
do hpedevo; B & segunda Tase que pode Derdurar por ancs o
cécadas, guando hd evaiucho para & jonma cridnica, que o caracs
tertzads pelo coprometiments do tecidos cardisco ei'ca diges:
‘torin 5o coerde, com dfict deseccio de peradtios onoulandes™,

Erm indihvidans cujs dosnga sasiul para 2 fase orinica, pode haser
o apareckmerio de problemas cardiscos, megaeshiagn & mega
cilon, pordm, enire g5 sintomas crdnicas; o priccipal & a msufl.
cléncis candfaca, que pade conduzir & mocte sabita®'s

BEESe veas BRI DDl InCyT. Seariz brd

A5 camplicagtes mals severs aetas aprocicadamerie 0%
dot pacfentes & causam oerca de 50 a 100 mil mortes por sro.
ALE O Mamenta, a coenca de Thagas nbd apresenta tracamesio
guimisbesagion efetivg, e vacine 2 08 poucos -medicamentos
disportels sho geraimente thelcm.

Dubro aspecio importante @ a marginallzacho pela sociedade do
dosrie crinico, pols este Bca impamdiitade de trahalar, fato
gue, 3w e sobrecarnegar o drghos. de previcéncia social com
apmentadorias precoces, degoets no doente :hlai.::ml [T+ 0
2o de fragiidade, compromelendd 2 wa acisestisa, & v ¥
e pricolagics &, por consBguinte, @ sua gquslidade de vida. Alem
distn, 0% Doalos do tratamenta de w doende chaglsioo cridnioo
Far: o sietema ploico de wide oo encemes, am decornincia da
morbidade, da hospiallzacia & oo brataments dos sinbomas's.

A transmissdo do T ouT! pER o SEr Damand pode ocooer wia
vesorial, trareeisks classica opie oooere duranis reEcashs fae
Fuinds oov EKCreias de irlabornines rravis da pete besada oo
muecsea; wia brancfusional, atraess da frantiucko de femoder
yaodos o tracaplante de ﬁr;ﬂ: por damdores contaminadon; via
vertical o congénita; acideries em laborabdrics 2 via oral. Esta
ultima via verm aoresentando alios enchces entre populacies de
areas endémicas <Cane Sult Brasil e Argentina) e paises da nonte
ga América do Sul jrarte do Srash, Sobfvia, Coldebia g Yerezue.
lay, com: grande importércia pefa wa freguinciz, cificidade de
oortrale, fatta ob recontes hmierio & recessiclade 0B NOWaS eStran
Legias de prevencio. & tansmisio pels vie orat oome rincioal
mente por ingesila de material contaminads com tiakomesos
nfecrados ou suat Tazes, Ingestdo e came crua, oo mal cozida,
ou ainda pelas secrecfes de algons mamiferos infectacos!®

Dessa forma, oobjetivo Secte trabalho fod deCLICAr OF NS dEsd.
g 3 sEnem erineriados pebos drghos e sadde plblica na prevens
30 da Traramissdo da-doenca ca Dhagas Do consumd de aCal.

METODLLOGLA

Fol mealizado um bevarcamento gas publicacfes de lels, cecns.
tos, poriarias, mesalogfies, Insbuches normativas, regulamestos
temicon, infonmes taorioos, -artigos racionals & interacionals
nak bases de dadar Fuetied e Google Scholar usando o5 descritce
res: aoal, doenca de Chages, trangmaado oral, surbsd, Trjponoos.
ma oruT!, 'q'lilLir!."ll Samiuaria, Chagas disease, oral trangmission
£ haxth srveiianca.

RESULTADOS E DISCLUSSAD

Coenga de CRagas transmitica oor ¥is oral @ regisiros de surtos
ERYVEISRMOD MW i

Apossibindaos Se rranemissho da infeccla por v oral ol Gemong.
traga experimerisimeTe, pala primeia e por kattan-Lamier,
&m 1521, a0 reproduzir 3 doenge ge Chagacs &= animals de la.
borabdcio que receberam formas: ripomastijotas do parasie por

Wiy Sanlt Babate 2Tt




147

€3
'1-EE:I

win oral @ por Bruengt, &m 1931, colocando fezes de triakomaneos
triectados nia micosa Bucy de andmals™ ™. A malor experiBecla
couse a Carlos Draz Ungria e colaboradores, na Merozuela, ertne
25 decadas o2 1550 e 1980, que trabalharas com ches; Cobalas o
roedares, Infectando=os por wia omal com cepas locals de T ouzd
onigirada de tristorvineas raturalmente Infeciada ™ R T

Erm FHEY, lansen B Deane onstatars= s infecrho o chmerdom
@05 que ingeriram mimenms contaminadas com escrementos da
i,arnhi Qigeiphis marsupfolls, amphliardo as agles desie marsu
pltal coma reservatdcks @ tramenisser da Toorua.

Emi 1552, CavvoeWardeT B Colatoradares Semonsrara™ & infecs
cAD Chagdsica por via ofs BM CAmunNdnngos pets administrachks
de dgus potivel, lette pasteurizado, came maida cna oo ceida,
guetia fresco e arnoz cozida contamirados oo fezes de THsds
Mo pollidepenals, concloindo que-o leite se apresentou como o
medo mals afetho para a8 transmiscla do T oozl

Castarho @ cotaboradones, em 3002, relatarsT a possibiidade da
ipccio chagasica em camondangas uillizanda calda de cama cone
tamirado com-fézes de Akoonius nepiechus contends ©& crief™.

Em 2008, Voshida descrevesd, atranes de estudos de defeccha
edparimenial por T crozl pela via oral, & rola dac formas tris
pomastigatas metaciicas inocsladar aralmente, gue gscapas
de 2o do suco gdsirico profegendonss rd Camada ge mucing e
atrvessands a mucosa gistrica®

Earbosa-Labeilo, e 20H3, demonshrol am seu trabatho obfizands
el antmal gue o T oraxl fof capaz de cobreviver na poipa de

Ferrara RTE gL @i,  Tranamiela oo <2 doency de Cnagas

B3l por d¥ferenies periodoc de incubacka B sob JSVTE CrALAMEn.
o bérTTCOE, Al de preserar 3 A vinsiincia.em camundonge™!

O primeirocaso de infeccha humany oela via orad o registrada ra
Arganting por Mazza g colaboradores, o 1538, atraves 4o nget
£ho da lette materro™. Mo mesmo paks foram relatados casos de
CrHancas que A108CERAM ARG CONSumo d8 remEdio CA%erD Contes
oo @ngoe fresco die fat B e came cnea o animas svestres™.

Em paises como Eqguador e Cobdmivi também foram: descritos casos

suspeton oo transmissla oral da donga g Chagas a parths da ingl.
tho de cames de animak slvestres e vicho de palma reglonal™ =E,

Mo Erael, dentro e fora da regido amardnica, mufos s de DCA
b £idn regichradng em dorma de SOrth CArACIErAnOoete por L
Fupc de penoes neumidas em UM masTo lugar Jue 3o ingeriem um
mesma Sipo de-atimenin adnecem QUBsE QU Simutiansamenbe oum
guadny g0l & manifestasies geak de uma irfecclo Esidmica
Apeiar 40 CrEsCErLE NATED O CALDS AFUS0s, 06 nelains dessa tane
S2 d0ensa 530 PICaTtos A lberatura. Segunco Teeira & colaborado
FEL, pard cada caan aguedo nolificada, podem sor eskimados de 202
100 ratros casos, O/Qu0 Ceractertza 3 subratificacko da doenca™.

Mo perods de 1559 &t 2005, faram registracios B surtos 1o da res
- k] amazinica brasileta, tobalizards V08 cagas, cxoforme Tebals 4

Ka regidlo amazfieica bratlieia, A nimera de srtos @ bem maior
do-Que nat regides aprewentadas antedarmente, Focam 14% wrtos
gisbribuidos pelos estados doAore 430, Amaca 30, AMaTonas i)
Maranhds [2) 2 Fasd [120), totalizando 423 casos desiritas entme
as aos de 1758 3 1010, Os sorto astho deccritos na Tabela I.

Fkuild 1. Siti O Soaatn 20 Chigie Sali Carmrfmls ol S di Avishid Soeillaivi, no Dideda di a5 6 T4
Lazdl Ans o de Camsi HY i Sbokam albnesks Sukzeia
T s 17 B i
Friais da Sarddeid - AN R m Ll " x]
Lurald e Reeta™ - 35 5] Ix i Zads da cana
Havmgaelea™ - 20 pi o] is K3 Chde de 2ara
Buiwrzlia™ - CE ile 1 i [ =]
Exftl o & M RCasT - B4 W T 1 B
Aok g6 Tasaatim® - TO ) 4 42 Falrel 5
Tt (L] 15
P kS Sl kit
Fabsli 2. Seortoni S0 S i Clalyick Pali Lonrorrdeldes ol r arpictlel i Bramlaba s Seisels 28 TREE & 2000,
Losal EE] M e e WY dw A Al Suicdwits
Sl P TREE i KO [
Amash o Fank® THEZ-2001 4R WD Arw
- . T N1 11 i L <]
T = 3 L H] | el
TR R e In L] Zacala
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&ocorriincia de trangmislo do T, crizl por medo de allmentos &,
portanta, Tatln compravado am diferenbes modelos experimentalk
&.Bm ohservapies de ere humanos. O aca Mol o alimento .
ciado aomalar ndmenD de s de doenga de Chagas coomidos na
regida korte ros Wiitmos anos™ seja peta condarvinaglia dos frutm
2 g3 progria polpa por maio de dejetos e andmals reservaborios
o die Insetos vetores feciados da Areas. endbmices™>™.

AN AEPELIOR NUDCCRAlE, MCAIE, B 0ol TID0R I 06 S3ate pUEDCE

Devide & waa Importincta soclosconbievica pedo aproseitamenta
Wwiegral do agal, ol ckservado um crescimento da damands da
ey nacional fos liimos anos, SeSpertando grande inberes
e am investimenton & pesquisas sobre o aaunta, U odon grans
des Tisrecses poce wer atrieada ks propriedstes notricionais
& @0 walor calorico do acs, paks este & um allmesio rco e
proteinas, fibnas, bpddics, vite=dna E ¢ minerais coma mangands,
cobre, bam ¢ croemo. Alem diseo, este fruta possd um stevads
IeOr Of BIOCIININAS, QUi FaWorscEm & circulaclo Sanguines &
TrOiepem o organisme conta a anteriscleroee, amociados & sua
composicda fooquinmica & capacidade antiowcidante. Duiras pooe
petedades foram ou esthao sendo estudedas & podem sav-acliadas
B OTErss LSOS COMD COSMETAons, Diocidas, contrasio aoral para
nessanbrcla e Japosiives biomédiposs mmas,

T mcy & o simento discio para multas peasoas S populacko
da noete &, pela preco acessived & alto valor nubriclanal, muitas
wEpes & Umica refelchoodo dia, Mesta regllo & comerdalizacks @
consuTe 530 realizados Imediatamente apis O 58U DroCEESAMEnDs
to, sem quslogoer tratamentio termic.

A regilo noeie tem wdo bactante procorada pars o ecoturigmo
atradnds pessaas oo diversos palses. A cozinha amazinica & agres
weriada como @ AutBnbica cazinha brasdleira, sendo marcadas
marie Se prigem fchigena, orde mutios simentas sdo aprecias
doa, enbre eles oacal Desse moda, muitos Purfst s poske Satar
BEN00 EXDOSIDS 30 MACd de contrairem doenca de Chagas oorirh
burmdo pars o METenta do ndmen de pessoss ontemirade e
paises ndo-ercdimicon. Cevesse comiderar gue s tracsmisslo oral
poede bevar & um guadno assinboratico da doenca.

Estudos apontsm um aumento signifcatihva de pessnas com dos
enca O Chagas em paies como Japde, Estados Unidos, Camadd,
Ructralla, BSigics, Fortugal, Franga, |Hlfe  Sulza, Remo Unico,
Alermarcha, Crofcla, Dinsmarce; entre serac” . Dada 2 signific.
Uren migracko Se pessoas de area ercémica para as mafs diversas
regties, a infecplo pela T oruz! pade Scomer Bm qualgusr pais,
com risoo o apareciments de novos casns da doange JECITTEML
‘bes da transmischo e m3e park flho, doschs o8 sangoe, daacka
e drglos e acadenies de laborabdrio.

Cutros Tniones gue devem ter corsideswdos mefensms12 & poacs cig
thyidade do comgetamenta o metodos de controte da transmiss
o = & swcpbenie adaptacio gue 1 paRLio demarsinoy ao etresee
DEMTICS N0 EratEmenty Comtdnadn 3 4°C 8 WmTmipeTatury amblensn™,
oo sogeira visblldade do parasho e produkos esporiados,
cantrizindc asim ainda malt pEra 3 asmenta 4o nimend de pengs
85 com doenga Je Chagas em paises ndo endémizns.

REEas Pl vanTOah 2t Inog fisonn by

Farmin fFE atal. Fardmdssls o o A0andd oi Chulgas

Devpise ressablar gue @ seguranca alimeniar 8 wria questlo glos
Eal & um pamento na exporiacio de prodetos allmestares wem o
tratamenio adegquads oode e & ihomducds e estabelacimers
53 de rovas SoEnTaS EmANEES JRoprAfcas JUE NUNCa EXpeErimET
taram cortos patigenca de origem alimentac

O Miniieria da Agricidtura e do Abastacimento, airaves da (g
krucdo Kormativa f® 1, de 7 O jansino ge 2000, apnovold O mEge
lamenso teonico para fxeacha oos padrdes de icentidace & Quae
lidade para polpa de frfas, dentre as Quals s enoonin a poloa
de acal.. 05 prodotos 2btidos dao fruto do soal 5o claaaitcadon de
azorda com A adicho ou rdd e Apa @ peroeniual oo satidas bos
Eails o poiog O e |poipa ExCradda e adiclo de Agud & sam
Blirachal asal grassa oo eapecisl (polpa extratds oo adicho de
agua & Rltracks e shildoe intwit acima de 18K acal meédio oo
regular (poloa extraide com o edicha de dpa e Mbackc e aclides
tatads: entre | UE & 14%) £ a5l fino oo popuiar |polpa extraids
oo edicho de Agua B fiacko-e siiidos wkals entre BX B 11XL
Cuanto am tngredienies bacicns, 3 polps de acal @0 sCal devem
sor obtldas de frocas frescas, sha, maduras, descrovicas de forra,
suficade, parsatias B ICTOrgArIsmos ol paRsAm LOTArS progds
ta ImpriErio pard Consumos.

Mo entanio, problemas gue nortelam o gualidade samfdria dos
alimenzos produzidos a partic desse fredo t8m preccupads & pos
Fulazic & levado &5 Sisoemas poblicns de syade LTE nava g
mands para o enfreviamento de Soenge de Chages por melo do
Consima de soal,

Alam da = quatidads Lof 0 ponio de vista miorobiolagion por apres
SECEATEM BlEvACHL TR de Coflformes Tecals, bolores & leveduras,
o 3l também estd emvolvida com fregquiincia, nos diversos Betados
brasfleros, na branumiccdo ors o8 SoeC de CRagas, mrmandoess
L Eroblema de sadde poblica B prejudicanod R oomerCisizacio
£artD no- merado NLSTTa, Juanto N MoEmacionais,

Apgrasees de dados com relaciio & e SHpo de bansisl o el
da & falta e programas de capacitacdo dos manipuladores, de
temologis para processamesyin 9o fruta @ do controle da qualt
dagde Torna™ O 0OPSLMO 90 BCa 0m risoo 3 sésde do oonsumidor

Eatratagiac o aclec govermamavitals pare reguzir OF Medmienos
i cxeos die OO por traswrieckn Gera

Em 1005, o Mindstério da Saude publicas o “Cansensa Brasis
l&ira de doenga de Chagas™ oo o objedive de padronizer as
esirategtas de dhgroatioo, tratamenta, prevencha e conino.
L=-da doenca de Chagas™

Meie mEsmo anc, a Aghroia Madonal de Vighiinch Sanltdria
(aRYEL), através da RDC n®* 298de 25707/ 2008, estateleceu O
regulamenta Sorico de procedimenios higsérico-santtirios para
mamiachs de alimentm & bebldas precaradm com vegetais™.

Mo ciso sspecifins do acad, = Mimkberis da Agdcoltura, Feodca
B ADISTECHTEND, BEraves da Emoresa Brasietra g Pesguisa Agros
pecuaris EMERARA |, staborou o procedimanto para sBU EOOESEE
meni, oM etapes desde a cotheia. até congelaTento & estoque
yiando Ao o proceaameein tradicionel Quanm o industriai®,

Wig Sanit Dgbate 20043 [0 = a7 ] ¥




149

%E:J

& monsults {8cnica em epldemisiogia, prevencho B mangja da
fransmdwdo da doenca de Chages como doenice Eransmittida par
almentos, realtzada-em D005, resuitss o algume recomerdas
ches coma & definicho de casos nuazeitos, provivels g confirmas
do de tracsmissio ord e @ recenddade de foments & pesgulsa
bdsica e aplicads, pard obtongic de conhecimentos que ajudes
3 compreensla do ferdmeno de transmissda ocal do T crun e,
compquentemente. a tua melhar interpretacia epidemioligica
& 0@ preveEnclafcomrole Al ooema técricas de defeccha do T
cruz, em alimerdos, dendre autrag®

Em 3008, & ARVEA glxboou o Infarme LEonios Lol O gEnEns
clamero do risoo sanitdsio na transmissho de doenca de Chagas
aguda por allmerts e recomerdou & comanidade CerdiTa que
o BegUINLes 1EMAs NECEsSILIVET: ST pesgquisadon viabilidade,
técnicas de debectio e de inathagda B formes de contamina.
o de T cruzl nos simentos, bem como o -desenyobdimeno de
mandidas e conbrole por meln de Investizagles epidemiplagicas
consisienies. Mo gue seorefere &5 aches de wigllircla mnitdda,
foi criads um placo 08 acko pars methora 03 guatidade higienico
manitd-iz do acal &2 wrgbncle de cads acko. Dertre estas aches
518 o incenthvo & a fomenta & produclo clentifica, inclusda
oo amal mo prograca eriadudl de monhore=erio Ge alimenios,
desenvolvimerto de analise de rsco sobre o agal, looentva &
criaclio de redes de camonicasia de surton pelas reglonais @ mus
ricipios & elabracis de wm dagndstica do praduta 3@t Com
riormaghes daponives sobre producda & mercado™

Em 2008, o Mimkudrio da Sadde elaborou o “Gula de vighinoa,
prevenclo, cantrole @ manejo clinkca, da doenga Se chikgas &g
da trarsmitida poc alimenton”, destinancosze agqueles geltones @
trabalbadores da salide que exerosm suas atlvidades o regides
onde o acewso & informacia & atficd, redurndo ¥ possibiidade de
oo, oe u:qp:r.l-nn.l oo pUbros parcedos,; principaerenie com'a
populacho e qus wem enfrentanda uma demarnda cresoente oe L.
o5 sEpeitos deste agravo, B particular na regilo amazinica

Em funcla da sua misde instiucional, o watituto Nadonal de
Cantole oe Qaalidade em Sacde (INCOE) tem atusdn de for
. participativa ra organizachka de uma esbrfura de wigildne
cla sanfidria gue permviia identfizar, avaliar e gerendar rcom
i mide hu=ana. & se tomou wmogrande desafio em furcha
da compietgade das awancos tecnologicos, principalmente na
drea e ailmectos, que pOdEm PEprESENAT 1T MECO sem acdes
de conroie §d estabelecidas. & disporiofizacho de método cara
deteccio de T croml e aimerdns & uma fenaments poderota
ra trivastizacs epldemiotigica da doenga de Crages. transfor
rmando eviddocia exidemicligicas em dado comprosattrios de
gue alimentsa estejam sfestamente contaminadm por Toore
zt. O INCQE impianioe om método e deteccla de T cruel e
aca por FCR ‘gque pasiia uma Henithcaclio precha & raplda
do 2gents patogénico, permitindo o controle de gualldade de
amentar corsomidos & bads tenrfiorio brasiiEing orkedos de
regiies erciémicas, como @ o caso da potpa de acai,

Cesde 2071, o INCQS vem analisaran amosras conbendo acal

coma. pofzas, docinha, sorete, piookd, mingsu, frubos e see
menkes. Warios produnos apressnianyT resultados sositivos para

tize f e visemdebaie. Inc oy e bri

Farmglra FTE et . Trkraméasdo ol ca O00OGE de Thagas

oetecclo de DA de T ourl, demanstranda Talras nas Eoas Fra.
ticas de Fabricacsa®™,

Mo Extado-da Fara, tol criaga, nooano da 3015, o Programa Ester
duzl da Cuatidede do Acal [FEQAY, chistz da Decreto Estadual
n" I.&73/2010 & coordenada pela Seoretady de Estado de Agrh
cuitora [SAGRIY, que tem & participaglo de 34 insthuigdes. ko
Frograma, esia em oursa & capacitachs de batedores de agar em
bows pratices atimenianes, o acordo Com as normat 9o Frogras
ma Allmesio Segura [FASHL

O governo do Estads do Ferd puolicou o Cecrebo o I8, de
I AI0I, que estabelece regras para cadasiramenic dos bae
tadones artesarals de acayl, comiderando & nacewidade oo Ccon
nheckmants real do ndmens de estabelecimentos que maripulam
aresnymens o Boai no Estada oo Pard, a fm de possiollitar ao
Exiado a promocho de poiricas pobiicas de inciusko sockoprodutaas
imediatas neshe segments da cadeira procubive. A dbso, et
belece Fequisibes. Figcicov@inizinas para & mampulacho de acei
por batedores aresanals, de forma & prevent surios com Goesgas
Trarsmiides por Almentos (OTA) & manbizands o risco sanitario®,

& manirenicho Jot prognesos alcancadas no convde da doenga
de Crages dependerd do compeomissa potitica e da disporish
Irzacka e recursos RuamanG & Seanoeios para seade piblica.
A resoluchio WHA B3.20 aprovada na 63* AssemiDbsia Mundial de
Suide, BT mato de 3010, acorselha os Estadog-Membros, orde a
dogrca & endirica ou rdo-ercimice, & controlar todas aa vias
de transmissio, inclushve a oral, e iegrar & culdedss de pas
cipnies com iocdat as farmas clinicas da daencs nos servizas de
atercko primariat.

A DMS-tem tratalFada ma fecfiftacsa da orlagho de redes anh
vl ghobal & ror Tefonca na fortaiedtments mumchel de vigiiliee
cia epidemioidgica da dosnca fanto pars presvenic as dormas
de tansmindo oMo para promover O aceasa precace a0 diage
noscico e LAty ento. Alem dissa, presis colaboracko com oS
Estados-Memiros & inicfathas inbergoverramentals, om o inboh
o de esiabeiacer objethios & metas para 3 prevencia e conbola
da dosnga; promocha de pesquisas relacicnadas & prevercho,
covirle. e atencha; awanga em esfonpos Inbemsetoians e colabos
racha, & apolo na mobilizaghes S MEOATot NACIoNYE &
Clomals, plblicos @ privedos para eeses objebivost,

ComMCLUSAD

Segunda Treviman, o corbecimestio melhom processcs, agerfeh
o3 seripos, oria negdcios B, sobretuda tarna & gestda eficlente.
E !zs5 55 & obildo com educacks & clénzia Dai a importincia
O & huriar 4 capecidade da geryr decevenlviments oo morco
acagémioo oo o el empreserial™

Apesar de existirem Importanbes e:.:rl'.e'gla': gerdn imolementa:
das, o Brasdl ainda seencontra num estdgio embrardric & pass
tusl no combate & dosnca de Chagas tressmitida via alimernic

&inde hd & necemidade de ncenthos & PELQULISE D& GUD DIn
nhecimenios gerados relacionad: & vissiidade do T cruzl em
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diferentes alimentos, 1éoices de deteccdo e de Inechaclio e for
mas de contaminacda dos allmentos pelo T oruzl, eoire outnos,

autiem na cormpresssdo A bransevissda Or JoSEE CATESITO R SUd
relhor intempcetac o apideiolosc. de prevenclo e controie™

80 REISSSAMAS AV SSUrAEQIAL pATA FArACLIT & Voculdade do
BCH, MIERDd Rt propriedades seoaorizs B malricionals. A5
5™, a5 Soas Fraticas e Higiene, Boas Pratizas de Manufazura ¢
3 aproocimacka entre Instidches de Cléncia 805 proditones de
acx sho essencials para coriribulr ne soluchs deste problama.

Frogramas de capacitacdo pars of baledones artesanais, bece
rologla paea processamento ca poipe de acal 8 O contre da

EFERENCIAS

Farmaird FTS gral.  Tardamisshs oomt O3 000001 Ok Chagas

qualldade slo iovestimento que devem ser realZados pama que
esse produbo £ importante para populagda atinfa um padrio de
gualldade como & estabelecido aclima,

sendo assim, existem muiios desatfos pars o Brasil no gue s&
refere b estroturagho o= actes voltadas para atenclda, wigh
Lircia, prevencle e cantrole, com vistas o respostas efetivas
para toda & soclednze,

Diesta Tarma, esperd=se Que Df rodutanes de podpa alzancer um
estdgia de produsdo que garanta 3 gualldade, & mACTITACED 305
riscng de maude, o valor rutriconal & as proprisdades senoorias
cesse alimento tho desejado na oolura brasileira.
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Extraction of Trypanosoma cruzi DNA from food:
a contribution to the elucidation of
acute Chagas disease outbreaks

Renata Trotta Barroso Ferreira-2, Aline Martins Melandre'®, Mario Luiza Cabral'®,
Maria Regina Branquinho', Paola Cardarelli-Leite™

(1] Progrima &2 Fli-Cmadoasls s Wogillneia Sesilicra, s Macoi & Conkge & Qualidste & Sulde, Furdagda Oewaldo Crue, Ris de-Jandrn,
Rio de Safemd, Bragil, F2]. baarrses Wi oie de Cormnte de Qualadsls o Saife, Fusdeslo Oostaldn Cres, Rae & Jase v, Bis d= Jesine, Beail

ABSTRACT

Imtrodection: Befome 2004, the occurrenoe of acute Chagas divease (AT by cral tensmission associased with food was scarcely
knawn or investigeted. Originally sporadic and cercumstantiol, ACD pcourrences have now become frequent inthe Amazon
megion, with recently refated ouibreniks spresding o several Braziiian states. These cazes are asscciaied with the consumptsan of
R jLCE Oy Wasle reserved animals or insect vectors infected with Trpamasama one in endemic arss. Altheagh gudelices for
processing the frof o minimize contaminaton through micreorganisms and arasis=s sxist, acat-nased products must be assesw=d
far quality, for whach the demand for approprate methodologies must be met. Methods: Dilutbars anging from 5 5o 1,000 T.
gruzi TL Brener cellswere mexed with 2ml of aca: juice. Foor Extracticn of T crac’ DN A methods spere used om the fait, ored
the cetylrimethyl ammcmiom bromide (CTAR} method was s=lected accerding o JRC, 2008, Resolta: DN A #xtractian by the
CTAR methed yusided satisfactary resnits with regand to parity and concentration for use m FCR, Overlt, the methods empépyed
proved that not cnly extractvan eficiency but alse high sensitivity o ampifcabon was imporiand. Cooclusionss The methed for
T cruzi detection i food 15 & peeerful teal in e spidemaplegicad mvestigztion of gutbreaks as 5t urns spidemiolegical evidence
inie supporing dat that serve 1o condirm. T orein inbection in the focds: 1£ alsc factidales food quality cofim] ond esessment of
grad manufacturing prachoss mvolving acaebased prodics.

Keywards: Chages disezse, Tpaeasome crem. Suterpe (agac). PCR detection. Food exalves.

primaly dr insect vectars fected with Trypanssomg crusi m
encdemic areas® 4,

Apai | Eurerpe oleraces Mart. | is a tvpecal and popular dery

In Braztl, hoth inside and outsids the Amezom regeon, several
cas=s of acuie Choges dsease ( AT bove seen recorded os an
oufareak cheracienzed by o groop of indviduals gatbered in
one place who, by ingesting the same type of [ood, became sick
aimeasd simualanecuashy with fever and general manifestatians of
o systemic infection''!,

Until the year (i, the occurrence of ACD by cral
trensmrission. as associsted with food comsamption, coostitubed
o scarcely krowm or investigaied event. Far the same reasan,
what was progenally considered o spemdic and circumstantal
oocurrence s now become frequent i the Amazen regian,
which = axsociated with the ooourrence af recent cuthreaks in
several Brazilian siates™. Recent casss of ACD in Hraz:l are
relzted 1o the coosumption of agai fuice where the contaminaticn
of the fruat itself ar the pufp occurs throagh wasie rexeTviir

Currrapunding datlar! Retale Trrlla Barose Fmsin
a-adl’ Ao nHEE ey il

Receivad LE Decermber 2018

Aceipiad § Apal TH1E

190

Tnutt off the Armaxzon r=gian i Kerthern Brazl, which inorecent
veurs has gained imponence due i e bealth benefitg axsocmited
with s phytochemicz] compoesition and antinxidant capacity.

Brazil s the werld s zryest producer, consames, and exporder
of agal. This fait s marketed and consumed by the local people
in the producing anses of Fard, Mamichbe, Amapa, Roodonia,
and Acre; which iogether compnse a distitet regian cansidered
endemic for the dissase'® " With the increasing growth in
cemmense, nol omly has tee comsumption of 1ke preduct spread
across larger Brarilian cities; bt it s now aiso being exported o
Amenca, Japen, China, aod some Evropesn oountmes

The= Minisiny cfAgmouliure mnd Supply, thoough Mormakove
Iestructzon number | of January 07, 20040, isswed the technical
regulation for weiting the standards of identity and quality for
frait puip, which incliades aco: pulp™. Pertnently, 1he puip
shieald be abtained From fruct that = fresh, scund, matare, amd
free of xoil, dirt, parasibes, and microorganisms hat can render
the praduct unfit for consumption'™

Although the guidelines for the processing of the frax
hzve be=n esblished with o view to mininnze contameination

whwrw, rsbmt, org. b — weaw achela br/rsbmit
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ihmough microorganisms und parasites, i1 is necessary b assess
ibe quality of acais-based products. for which appropoate
methadologi=: mmest be adopted™.

Sezveral recommendations and incentives on research
methodplogess for the detection of T oruzi in foed ER i
however, fully developed methods zimed at the detection
of poraszlex in food =re sill lacking not onky for fimishing
& responss to epidemiclogical investigations m cases of
nuibrezks, but also fior controlling the qualsty of cnmmercialized
prodioces.

Muolecufar mebads for the quality control of foods are a
reality, and as such, deserve snecial oftenton withs regard bo their
availabilaty for the regolation of prodocts sebject to sanitary
surveillonce.

Polymerase chain reaction (PCR] &5 widely wsed for the
detection of foed pathogers. Due 1o its hagh sensstovity. and
specthicity, PCRsbased methods heve the sdvantage of providing
rapid and precise identifization af the pmhogen and can theretare
serve as a peaerful toed in the bygienc and samitery assexsment
of apuiebased frods.

PFalymeras= chain rezction reguires @ higheguality
zmplifinble: decxyribonucieic acid (LMNAY, Therebore, the
cheice af themethed for DN A extraction is of great imporance
znd constitutes @ prescequistte for molecular znalysis DA
emplifmation by PR is infloenced by the strochumal integrmity of
the INA and the presence of matrix ce-punfication inhibitors
or extraction reagents, which may redoce PCR efficisncy

In frods, the probiers mast ofien fmked o DA exmction
include contamiration by phenols and pehsacchandes, among
others. Azl = compesed af lipds, carbobypdmtes, fiber, vitarmm E,
proteing, mimeraly (8o, Fe, Zn, Ciz, and Cuj, and antioxidant
tompounds such 23 anthocyarins, and phenelic compmands!' |
which pose z big challenge for DNA extraction from the
nurasites insuch a complex foed matrn

In thiz context, the mim of this study was to compare
the guantity znd guality of T oruzi DNA isolated  from
agai ortificially contzminoted with T oruzd cells, ‘whenshy
four different DMA extraction metheds were applied, and
spectrephoiometric absorhance rexdings were ased 1o coafirm
b quality of the extracted DNA by PCR amplificaton of the
285 gen= superfamaly’sialidese,

LS -

i1

Stnining

The stairs used in the prex=nt woek weee for e id=nbficaticn
of [ Lefshmanis flelvhmomia (V) brazifiensis MHOMY
BRAETEMIP0T - MOGL 568, Leishmamiz (L) amazanenrs
IFLAAR/IQETPHE = 00l §75), Leishmania Collection
(CLIOCTFIDCRUZY, fnvtitints Grwalds Cruz, 2] Trpawarami
cruzi CL- Brewer, festitute Nociona! de Infecialogia Evaoedm
Chegas, Fusdacdn Ovsalda Craz (INVFICCRLUE): acd 3)
Trypamasamen rargell COLPROT 273, Protozon Coilection
{(COLPROTVFIOCRLIZ)Y, Fundapdo Qnwalde Cruz.

wowew, rsbmt, org.br —

wanas scielo, brirsbmi

Artificizl contaminotinn of pgai

Labeled apal medinm, one kilogram of frozen furt pulp was
purchased from & sgpermarkest in Eio de lsneiro, Bz ond
thawed ot 4°C. The pulp was then bompgeoized m o Seward
Sinmacker® 200 L shavatary Biznder Seward, UK hand disrbuted
in SlmL polypropylene visls. For each eximection methed, five
J0=mL glass battle vials receved 2ml of the hompgesate of agai
pulp and I emezt CL Brener with a cel! sospengon mie of [LOKE
(Citubon B DO {Dhiukem 2),-50 (Dilusties 2), 10 (Do 43,
and 5 (Dilution 5] paraste ceils. Thes procedure was repeated
three times, resulting in 5 glaxs botiles nsed per method. The
bomogenate af acat polp end T, ored was subjected bo o freepes
drving for aboat H) heors for reducing the velume of the mixtune
arg for chiaining a lvonkilsats 1o allow =ficent extaction.

DMNA extruction

Frur different metheds for genomic DA extraction were
tested &8 dizploved 1o Tohle 1. Two of these wene perfarmed
wsing cetyitrimethyl smmyanivm broonide {CTAB), ax described.
by Cardarelli et al. 200590 and the Joint Res=arch Cestre
10054, and the other two were pecformed vsing commsncialty
availahle agents, namely DNArolf (lovitrogen) wod Necler
Spin® [MACHEREY-MAZEL), sirictly in accordomce with
the manufacturer's recommendatipns. The extrachinns were
performed in triplicate for each neetbod os indicated in Tahde 1.

Assessment of concenlration und purity
uf the extrueted %A

Deaxyritonuciese zcid concentration was assessed by
spectraphobometnt. meagurement of the optcal demsty (DO
t 260 nm using the GeneQuant TM equipment pro nboneclsic
acidideaxyribonueizic oo (RNATINA) caleiater [Amersham
Dipsciences. UK} Ratios of the absorbadcs at AJG02ED
aod A2GNI30 were detsrmined to verify the pority of the
preparaticos, which viekded samples that were found to e of
acceptabie qualsy and imtegrity

LR for the detectinn of Tryppamasens cragi

Stardardizaticn of the PCR far evalmi;mg itx specificity
was performed wsing strainsy of Ledshmanio chagari,
L. frazifiewsis, Tryponcsoms rangeli, and T orexr, where o
pair of T crzbspecific primers were empaayed io amoplify
te|omeric regian of the gplifsalidase superfamily (TolREFwl
» SCCAACOCTCCOOGAAAAL-S and ToiEFRVI »
FOCOTCTTCTCAOTATOOACT T-3"), as described By
Chiurille =t al ™

After simndardiraton, the szme protoced was wed for the
detecticn of I cna in diffierent concentmtions of ozlls mixed
with agai. The n=gative and positive cootrals used for the
PCR wer= T pengeli and T o, respectively:. The frrgmentx
arnpéified by PCE wens sepambad by agarose e elactmphoress
{2%%wv] contaiming 0.3ugim]L sthidipm bromide tmmersed i
IX irisshorato=etivyienediaminetetrancebe aowd {TRE} boffer
(20mM. Trisvbomate, Imd EDTA pH B, &}, visualized an the
"LFP TAL2D Desafefmtenerty ranmilrinmior " [ColsPammer, UE],
ard reconied tn the image anabvaer “fmage Ceoer 3006 fmager™
{Amemham Hiosciencexr, UKL
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Validatitin ol the selected DNA extraction method

Eightess raxs bottles contwining ahom Iml af s wene
coptrminated with [N T ouxnd CL Brener cells and ssojecied
ta lyophilizzian. ONA was extacied according 1o the foin
Resparch Centre (JRC) mechod, 2003, m § replicates, repested
for 3 oonsecutrive doys. Afier extmuction, the concentmation end
parity of the sximctsd DMA were mvalosted wsing the methods
dexcribed sbeve. The sire of the extrocted DR A wax oxsesoed Ty
electrophare=es on 1% aganose gel. Aboot 100 L ofthe DA saluison
was deposited oo an agarese gel in THE EX at BDY for | howr.

The DN A extracted msing the XucleoEpin® methed showed
o rending in the spectrophatometer. The avemge concen tration
of the DN A sxtracted froem sced infected with 7 oruzi celis wsing
the oiber 1hree methods is shewn m Tablbe 2.

All thre= methods yieldsd sufficient quanitises of DNA o
ollcw PCR detection. Alhough the DA extracted wing the
DivAzol method produced a four times grester value (abput
3120ngpl) than the other two metbods wsing CTAB (aboutTSng)
pl}), the eluate with the extacted BNA Bad & brownish cofer
due ta the irerffcenoy of the method m elimimnating the pigments
prexent in sgai: This may have led ta oversstimatico of the OMA
concentration andior may have inhibied the PCR.

The puniy.af the DN A extracted using the three metheds efter
the removal of outliers usmy the Gnstbs test is shown m Table 2,

The AZGINAIE] rabp is osed o best for the presence: of
prot=ns and thes belps estmate the pursty of muacleic acids.
For pure DNA, the valve must be betwesn |.B and 20, The
AZEWAII0 reflacts contamination by substanoss.-such =%
carbohydrates, peptides, phenols, and ammets compourds, In
the cass of pure samplex, the mtio shaold he above 219,

With respedt n the A6 AIED miios chtmmed, he mathod
ming CTAR, BMase: proteirase, and 7% sthano! washes woasg
niile to extract DNA with higher punhyt ¥, The OMNA extracted
wing ONAzed proved fo =xhibo 2 high profein contamrination
mtin, wilh vaines sgprecianiy balow LB

With refer=noe to the ATEOVA T mtio, the methed thal came
clomest o the expected value was the CTAT method!' . The gse
of DAz resslted invalues f2r bebow expectation, wherein the
XA eximacted sheraed o high degree of chemical contemination.
The specificity of PER: for T ozt DINA was establimhed arith-all
four strains belangmg tothe Toypanosomatedes Bmety (Figure 1.

Five dilutions of the DMA extracted using ibe CTAR
methied'" allowed PCH omplificeticen; the results can De
ots=rved beth in Teble I and m Figure 2.

The result of the validaban of the |E repdices (first doy: £9.2,
G4.0, 694, 72 4, B4.6, B4 second day: THI, 524, 600, 75 3,
4.0, 63,6, and therd day: 734, 64.6, 760, 63:0, §7.2, 74,6} bears
out e averoge of 708ng/L, o standant devizhon of 9, Engiul,
nnd @ coefficsent of vamaten of 15.99. Mo PCR nhibition
was chierved in the agorese gei, end amplicens of 1006 werne
generated iooall the I8 replicntes (Figure 3).

wiwew, Fsbmit.org.br - www. scielo.briribmt
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[ABLE 2 = Evalzation of the average stzndard devistion with corcentratines and eeefciest of varistion | Vel alosg wits parity uedng
ehsorbas=ce readispge ot T30, 36, and 280em of BNA exiracied from acal contaminaied wiik .'i-_muumw.u creepl

DA come.
ngEl OV

!mL ogul

Extractdan methad with dllwiien

PCR
InEdhithee

24223 lnm
ratha

b 1 [HetTHA
ratln

CTARN=

1M cells Bl =7 (BB Mo
| RS = | [1.2%} Yes
£ calls e R R s Y] Ve
1} zalle H2=111134%; Mo
£ czlis RZ = [T (20.8%0 Yes
CTAR"™

1 (HEl oelbs TI= 1R (287 Mo
100 relis Th= 14 (1RA%) Mo
Ll calls Bl = 20 [25.0%) X 1e2=inl Mo
10 celie it = | (1.5%) r 2R+04 Mo
4 colis Tl =& (B A 2= L1 Mo
D% sl 1M ke 13200 42 =00 Yeg
100 cells £=0.1 Lai=0.0 Yes
& zalls 1 =00 .21 =10 Yo
10 cells 4= T8 (2800 13 21 =k Yew
% cells LR By S WL B L] 4=04 02 =g Yes

DA ddawyeibmdte weal! OV coelMisiont of verdaioe PCR! polymenine thain esactios, TTAR: comyplireeiby | armuusium beenide

WCAE O O Bi LR

-
FIGTRE 1 - Speificity ol PCH fr Topessseme crugl ciablishad wih
Tiiir sbraing bfungisg W the Tripanosomsatidee Ready Lo | asd 7
1005 soes ladder (Dtar-AR LY Laws ¥ H20) Lane 3 Leichmors

28T TEME T Dad U3 T

ek RN 3

S lar

samzmiray; Lani 48 Lalrneiz rotlaciin; Litd 5! Trptormnima eeaysl;

Laag b Trpparcioms cmci L Brons PO podymsnias chain nsestan

DISCUSSION

To date, mo studies evalueting 8 methodology for T ores
DMNA extraction directly Fram feod bave been conducted. This

W, rEBmE, org.br — werwsscislo.brirsbmt

study was aimed af identifyving an efficient methed for the
extmachen of T oruzi DNA from T orusi-comtaminzted scxi.
Althaugh the Nucleo Spin method has been developed for
varims tvpes of foed such as chocolat=sbased products and fno
conzentrotes, amang athers, it was shown 1o oct be adeguate
for the detection T orwar’ comlamination m this study. DNA
extraction Ty the CTAR method vielded satsfachory results with
regard to punty and concenbmution for ue= in PER.

Thee method empioving the TTAR detergent for cell [y
8 W y wsed far genetically modifed organisms (G0
peahysis af taw or processed food; it & alse commoniy used fore
nateno with pther substances sch as

plants, expecmlly inco
femercaptoetian
twio methads ming the CTAR detergent for ceil lysis tested m
this study was the use of two different enzymes, BNawes and
Prodeinese K, and the 7% sthoned wask'®, which canfirms the
bigh sensitivity of tbe methed with amplification of up o 1.5

SIS0 The major difference hetasen the

cetls’mL of acai

Cremuminaiies of food Ty T oruzl moay ooour sspecieliy
when triatpmines deposil their droppings on the sucface of
miected fond or food ingredients, or when thes= tristomine=s.2ane
crushied wdth foads, manly during fn
as in the prooessing of agi jmos

uice processng, such

Egually impartant in (be-gpidemiology of foodbarne acute
Bagns disease (ACDHY is the contmminabon of equipment and
wiensils, contamirmitan during trasspaort, and ©
the foed processing envinonment, where it typically ocowrs by
either arire dr anol secretsons of marsapials 2s well as by fece

BMICETCAn [N

ecied bugs couved due tn human invasion of Tomest! @8,

of nf
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far artlly transmitted ACD. This finding also reinfoeces the need
10 us= hlpaching s for the cormervation of agai.

In comsideratton of the above Endings, safety mehsumes must e
tnken ot all siages of the commercial or crafi supp iy chein during
the processing of sead, The develogment of larges=scale detection
and isnlatien methods for T oo i food. products: i sesentind
so that epidemialogical evideoce may serve a3 supporbng data o
certify that the food i question is actunliy confamnated with the
parmit=, Concarrentty, despiie the fact thet DA identfication
m. {eods caedf does not consfduts a methodelogy o oss=s the
viability of the pzmsite, it can become an assessment toal toeosure
proper epplication of good menufachming practices.

o the case of agai, these tests will pilow the idenzification
af possthis comtaminabon dunog the predoction chean. This
procedore is of grest importance since el transmission
aggravates oo epidemic of ihe dizesse, and disposes. off
refrigeratian and food freezing processes as coniral methods for
b= pral tansmission of ACD, thos icdwscing 8 newr refiectom,
strengly related to underdevelppmenid,

The avibers thank Dra ¥ariz de Fiatima Madein from
Inriace hecione! de Infecmdsgia Evendm ChagerFundagdo
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