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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Paula Finamore Araujo

O Trypanosoma cruzi possui um ciclo de vida complexo, se desenvolvendo entre
hospedeiros vertebrados e insetos vetores. Além disso, a infeccdo por T. cruzi por via oral
tem se tornado um dos principais mecanismos de transmissao do ponto de vista da saude
publica, principalmente no Brasil. O agai (Euterpe oleracea e Euterpe precatoria) €
atualmente uma das frutas amazbnicas mais comercializadas no mercado brasileiro e
internacional. Métodos moleculares tém sido desenvolvidos para deteccao e quantificagéo
rapida do DNA de T. cruzi, apresentando vantagens em relagdo a microscopia optica,
considerada o método classico de diagndstico em diversas amostras biolégicas. No entanto,
uma questdo recorrente em relacdo a detecgao/quantificacdo do DNA do T. cruzi esta
relacionada ao fato de que a amplificagdo do DNA, em si, ndo diferencia parasitas viaveis ou
mortos. Neste trabalho, padronizamos, a partir do sobrenadante da polpa do acai
estabilizado em um tampao de lise a base de guanidina-EDTA, uma metodologia molecular
simples e de alto desempenho, desde a extracdo de DNA de T. cruzi por colunas de silica,
até a quantificagdo por gPCR multiplex, com alvo no satDNA de T. cruzi e em um controle
interno exégeno. Validamos a metodologia, usando cepas de referéncia de todas as DTUs
de T. cruzi e amostras de polpas de agai comercializadas no municipio de Coari/AM, que
possui historico prévio de surto oral da doengca de Chagas. A qPCR detectou até 0,01
equivalentes de parasita/mL em acgai e, das 45 amostras comerciais analisadas, 9 (20%)
foram positivas para T. cruzi. Visando avaliar o RNA como um marcador de viabilidade de T.
cruzi em diferentes tipos de amostras, desenvolvemos uma gPCR com transcrigdo reversa
(RT-gPCR) para quantificar a viabilidade de T. cruzi, em comparagéo a gPCR com alvo em
DNA. Em amostras de intestino do vetor triatomineo Rhodnius prolixus, a RT-gPCR
apresentou linearidades variando de 107 a 10? equivalentes de parasito e de 3 a 0,003
equivalentes de intestino, com eficiéncias de 100,3% e 102,8% para ambos os alvos,
respectivamente. Em relagcao a R. prolixus infectado experimentalmente observamos uma
diminuicdo da carga parasitaria por meio da deteccao de mRNA, que ndo é acompanhada
pela quantificagcdo por DNA, principalmente no 15° dia pds-alimentagdo. Ao avaliar
diferentes porgdes do trato digestivo, por RT-gPCR, detectamos uma redugéao significativa
da carga parasitaria no intestino médio anterior de R. prolixus no dia 29 pds-alimentacao.
Contrariamente, observamos um aumento significativo da carga parasitaria no intestino
posterior. Além disso, comparando RT-gPCR e gPCR em ensaios de infec¢do in vitro de
carbiomioblastos de rato (linhagem H9C2), confirmamos que o RNA é rapidamente
degradado apés o tratamento das células infectadas com benznidazol, ndo sendo mais
detectado no dia 1 pés-tratamento. Paralelamente, a deteccdo de DNA do parasita nao
apresentou diminuicao significativa até 4 dias pds-tratamento (dia 5 pds infecgao). No geral,
0 RNA demonstrou ser um potencial marcador molecular de viabilidade de T. cruzi, e sua
avaliagdo podera contribuir para o entendimento da dinamica da infec¢do, para explorar
novas possibilidades de drogas tripanocidas, e em investigacdes epidemioldgicas.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN PARASITE BIOLOGY

Paula Finamore

Trypanosoma cruzi has a complex life cycle, as it develops between vertebrate hosts, and
insect vectors. Besides that, orally acquired T. cruzi infection has become one of the most
relevant transmission mechanisms from public health perspective, especially in Brazil. Agai
(Euterpe oleracea and Euterpe precatoria) is currently one of the most commercialized
Amazonian fruits in the Brazilian and international markets. Molecular methods have been
developed for rapid detection and quantification of T. cruzi DNA, presenting various
advantages over optical microscopy, considered the classical method of diagnosis in several
biological samples. Nevertheless, a recurring question concerning T. cruzi DNA
detection/quantification is related to the fact that DNA amplification, by itself, does not
differentiate between viable or dead parasites. Herein, a simple and high-performance
molecular methodology since DNA extraction based on silica-membrane spin columns, until
quantification of T. cruzi DNA using a multiplex gPCR assay, targeting T. cruzi satDNA and
an Exogenous Internal Positive Control, was standardized from the supernatant of agai berry
pulp stabilized in a guanidine-EDTA lysis buffer. We validated the methodology, using
reference strains from all T. cruzi DTUs and commercial samples of acai pulp from Coari/AM,
a municipality with a previous history of oral Chagas Disease outbreak. The qPCR assay
could detect up to 0.01 parasite equivalents/mL in acai, also of the 45 commercial samples
analyzed, 9 (20%) showed positivity for T. cruzi. In order to evaluate RNA as a marker of T.
cruzi viability in different samples, we developed a qPCR with reverse Transcription (RT-
gPCR) to quantify T. cruzi viability while comparing with the qPCR, targeting T. cruzi DNA.
Analyzing the digestive tract of Rhodnius prolixus, the RT-qgPCR presented linearities ranging
from 107 to 10? parasites equivalents and 3 to 0.003 intestine unit equivalents, and
efficiencies of 100.3% and 102.8% for both targets, respectively. Regarding R. prolixus
experimentally infected, we observed a decrease in parasite load through mRNA detection,
which is not followed by DNA quantification, especially on day 15 after feeding. Moreover,
RT-gPCR could detect a statistically significant reduction of the parasite amount in R.
prolixus anterior midgut on day 29 after feeding when assessing different portions of the
digestive tract. Oppositely, we could observe a statistically significant increase of the parasite
load in the hindgut on the same day. Moreover, comparing both RT-qPCR and qPCR in vitro
infection assays with rat cardiomyoblasts (strain H9C2), we confirmed that RNA is shortly
degraded after Benznidalzole treatment, no longer being detected at day 1 post-treatment. At
the same time, parasite DNA detection presented no significant decrease up to 4 days after
treatment (day 5 after infection). In general, RNA proved to be a potential molecular marker
of T. cruzi viability, and its evaluation may contribute to a better understanding of the
infection dynamics in vertebrate and invertebrate hosts, exploring new possibilities for
trypanocidal drugs and in epidemiological investigations of Chagas disease.
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1 INTRODUGAO

1.1 Doencga de Chagas

A doencga de Chagas, também denominada Tripanossomiase Americana, foi
descrita pela primeira vez em 1909 por Carlos Chagas, que supervisionava uma
campanha contra a Malaria no Estado de Minas Gerais. Durante a investigagéao,
Carlos Chagas nao s6 descobriu a doenga, como também conseguiu estabelecer
seu agente etiolégico e o ciclo parasitario, identificando os insetos vetores e os
principais reservatorios, além de definir varios outros aspectos clinicos e
epidemioldgicos relacionados a mesma (Chagas, 1909).

Reconhecida como uma das 13 doengas tropicais negligenciadas mais
importantes, a doengca de Chagas vem acometendo a humanidade desde a
antiguidade e continua representando um grande problema social e econémico em
muitos paises da América Latina até os dias de hoje (Moncayo & Silveira, 2009;
Rassi et al., 2012). Estudos relacionados a paleoparasitologia sugerem, atraves da
presenca de DNA do parasito encontrado em mumias humanas, que a doenca de

Chagas ja afligia o homem ha cerca de 9000 anos atras (Aufderheide et al., 2004).

1.2 Biologia do Parasito

O agente etiolégico da doencga, Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), € um
protozoario flagelado pertencente a familia Trypanosomatidae, classe Kinetoplastida.
(Rey, 2011). O T. cruzi, bem como outros membros da familia Trypanosomatidae,
tem como caracteristica a existéncia de uma unica mitocbndria, que se estende por
todo o corpo celular. Em uma determinada por¢cdo da mitocondria, ha uma matriz
complexa, que forma uma organela unica que abriga o DNA mitocondrial (KDNA),
conhecida como cinetoplasto (De Souza, 2002; De Souza et al., 2017).

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



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

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

Estas diferentes formas evolutivas sao diferenciadas morfologicamente pelo
aspecto geral da célula, pela posi¢cao do cinetoplasto em relacdo ao nucleo e pela
regiao de emersao do flagelo (De Souza, 2002). Na forma tripomastigota, estagio
infectante do parasito, o cinetoplasto esta localizado posteriormente ao nucleo, em
posicao terminal ou subterminal e o flagelo emerge da bolsa flagelar, de localizagao
proxima ao cinetoplasto. As formas epimastigotas, estagios de multiplicagdo do
parasita no vetor, apresentam o cinetoplasto e a bolsa flagelar em posi¢cao anterior
ao nucleo. Por fim, as formas amastigotas, estagio evolutivo que se multiplica dentro
das células hospedeiras, possuem um formato arredondado e apresentam flagelos
imperceptiveis em microscopia 6ptica convencional. (De Souza, 2002; Coura, 2005;
Rey, 2011) (Figura 1.1).

Tripomastigota Epimastigota Amastigota

Figura 1-1. Desenho esquematico das principais formas evolutivas de T. cruzi.
B, blefaroplasto; F, flagelo; G, aparelho de Golgi; I, inclusdo citoplasmatica; K,
cinetoplasto; M, mitocondria; Mo, membrana ondulante; mt, Microtubulos, N, nucleo;
R, Ribossomos; RE, reticulo endoplasmatico; V, vacuolo (Retirado de Coura, 2005).
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Além das diferengas morfologicas, ocorrem também, durante a
metaciclogénese, diversas alteragbes no parasito, tais como modificagbes
estruturais (Elias et al., 2007), mudangas na composi¢do de carboidratos e na
estrutura lipidica da membrana (Esteves, 1989; Serrano et al.,, 1995),
remodelamento da cromatina e diferencas na estabilidade do mRNA e na expressao
de alguns genes que sdo estagio-especifico (Contreras et al., 1985; Avila et al.,
2003; Bayer-Santos et al., 2013). Estas alteragdes resultam em diferencas na
expressao de proteinas (Parodi-Talice et al., 2007), na morfologia celular, bem como
na proliferagdo e infectividade do parasito (Kollien & Schaub, 2000; De Souza,
2002).

A capacidade do parasito de se adaptar as grandes mudangas no seu meio
extracelular € devido a sua extensa plasticidade genbémica (ganho, perda ou
rearranjo de DNA), possibilitando a multiplicacdo do T. cruzi no intestino do inseto
vetor, bem como a invasdo e multiplicacdo em diferentes células de mamiferos
burlando, de certa forma, o sistema imunolédgico do hospedeiro vertebrado (Hall &
Joiner, 1993; Vanhamme & Pays, 1995; Rubin-de-Celis et al., 2006; Freire-de-Lima
et al., 2012; Burgos et al., 2013; Sales-Campos et al., 2014). Esta plasticidade pode
conferir mecanismos de sobrevivéncia do T. cruzi ao estresse ambiental, além de
promover a elevada heterogeneidade genética observada entre as suas diferentes
linhagens, podendo de certa forma, contribuir para a diversidade de espectro clinico
relatado na doenga de Chagas (McDaniel & Dvorak, 1993).

O T. cruzi é representado por um conjunto de populagdes, denominados
isolados ou cepas, que circulam em hospedeiros mamiferos e insetos vetores,
apresentando grande diversidade de comportamento biologico tais como, diferengas
nos niveis de patogenicidade para animais e humanos, variagdes na sensibilidade a
drogas e prognodstico da doenca (Macedo & Pena, 1998; Campbell et al., 2005),
assim como na sua complexidade eco epidemioldgica (Miles et al., 2009). Desde a
descoberta da doengca em 1909, a heterogeneidade das cepas do parasito tem sido
considerada como um fator importante para estudos de comportamento biolégico,
relacédo vetor-parasito-hospedeiro e resposta a terapia (Zingales et al., 2012).

Sua diversidade genética inclui seis Unidades Discretas de Tipagem (DTUs),
compreendendo Tcl-TcVI, que sdao um conjunto de unidades populacionais
geneticamente mais relacionadas entre si do que para qualquer outra unidade, e que
sdo identificaveis por marcadores moleculares ou imunolégicos comuns (Tibayrenc

et al., 1993; Zingales et al., 2012). Isto €, as cepas de T. cruzi formam um complexo
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de populagdes multiclonais que diferem em suas caracteristicas genéticas. O T. cruzi
€ predominantemente dipléide (EI-Sayed et al., 2005) e o seu método de replicagéao
celular se da através de fissao binaria. Sob o modelo clonal, novas DTUs surgem do
acumulo de mutagdes discretas n&o afetadas por eventos raros de trocas genéticas
(Zingales et al., 2012). Recentemente, um novo gendtipo de T. cruzi, associado a
morcegos na regidao amazonica, central e sudeste do Brasil foi caracterizado (Marcili
et al., 2009; Pinto et al., 2012; Ramirez et al., 2014) e incluido na nova classificagéo
de DTUs, que atualmente € dividida em Tcl-TcVI e TcBat (Jansen et al., 2015;
Zingales, 2018).

O conhecimento da distribuicdo geografica das populagdes de T. cruzi torna-
se fundamental para melhor compreender os aspectos epidemioldgicos da doenca,
uma vez que tem sido sugerido a associagdo entre os ciclos de transmissdo do
parasito (silvestre, peri-doméstico e doméstico) com as formas clinicas da doencga de
Chagas (Coura, 2007; Miles et al., 2009; Sturm & Campbell, 2010; Zingales et al.,
2012; Pérez-Molina & Molina, 2018) (Figura 1.2). A Tcl € a mais abundante e
amplamente dispersa entre todas as DTUs nas Américas. Sua distribuicdo
geografica corresponde a dispersao dos triatomineos pelo continente americano e
pode estar associada com os ciclos silvestre e doméstico. A infeccdo humana com
Tcl estd concentrada no norte da América do Sul e na América Central e esta
associada com cardiomiopatia chagasica. Ha apenas alguns casos discrepantes de
infeccdo e doenga no sul da bacia amazénica (Coura, 2007; Zingales et al, 2012).
Tcll € encontrada predominantemente nas regides central e sul da América do Sul,
mas sua verdadeira extensdo ainda nao esta bem estabelecida, embora esteja
relacionada, principalmente, aos ciclos de transmissdo doméstica. Dentro de sua
principal distribuicdo geografica, Tcll esta associada com manifestagdes cardiacas,
e manifestagbes digestivas, como megaesdfago e megacdlon podem estar
presentes (Miles et al., 1981; Fernandes et al.,, 1999; Lisboa et al., 2008). Tclll é
frequentemente associada com o ciclo silvestre no Brasil e em paises adjacentes,
sendo que infec¢gdes humanas documentadas séo raras, porém ja foram reportados
alguns casos de infec¢gdo aguda causados por Tclll na regido amazénica (Coura,
2007). A TclV, por sua vez, esta associada com o ciclo silvestre no norte da América
do Sul e na regido amazébnica, ocorrendo com certa frequéncia em humanos, € a
causa secundaria de doenga de Chagas na Venezuela (Miles et al., 1981; Coura,

2007; Zingales et al., 2012). Tc V e VI sdo duas DTUs hibridas similares, associadas



com doencga de Chagas nas regides central e sul da Ameérica do Sul (Zingales et al.,
2012).

DTU Tel Tcell Tcelll TelV TeV TeVI

Manifestacac  Cardiomiopatia Cardiomiopatia Casos agudos, Dados clinicos Cardiomiopatia Cardiomiopatia
clinica Megassindrome  dados clinicos desconhecidos  Megassindorme  Megassindrome
desconhecidos

Figura 1-2. Distribuicao geografica aproximada das DTUs de T. cruzi nos ciclos
de transmissao doméstico (em vermelho) e silvestre (em azul), e
manifestagdes clinicas (Modificado de Zingales et al., 2012).

Entretanto, mesmo que haja uma tendéncia em apontar barreiras para a
distribuicdo dos gendtipos de T. cruzi, este processo deve ser analisado de forma
dindmica, uma vez que a transmissado do T. cruzi na natureza ndo € um fenbmeno
linear e sequencial. Os animais estdo constantemente sendo expostos a diferentes
DTUs, sendo infectados por uma unica DTU, ou por multiplas, em uma infeccao
mista, sendo uma processo que pode ocorrer uma ou varias vezes. O T. cruzi
também pode acessar o hospedeiro mamifero por distintas formas infecciosas (orais
e contaminantes) e essa dispersdo hospedeiro a hospedeiro € assegurada por
dezenas de espécies de triatomineos, que sdao hematodfagos, mas que servem como
alimento de varias espécies animais. Com isso, existe a possibilidade da
epidemiologia das DTUs estar sendo subestimada na area endémica da doenca de

Chagas (Jansen et al; 2015).



1.3 O Inseto Vetor

A transmissdo do T. cruzi se da, principalmente, por intermédio dos insetos
vetores, denominados triatomineos e popularmente conhecidos como "barbeiros",
devido ao seu habito de picar o rosto das pessoas. Os triatomineos sao
pertencentes a ordem Hemiptera, familia Reduviidae (Chagas, 1909; Lent &
Wygodzinsky, 1979) e subfamilia Triatominae. Estes insetos possuem
desenvolvimento hemimetabolo, ou seja, sofrem metamorfose incompleta. Seu ciclo
de vida compreende as fases de ovo, passando por cinco estadios ninfais até a fase
adulta (Lent & Wygodzinsky, 1979; Jurberg & Galvao, 2006) (Figura 1.3).

Figura 1-3. Estagios de desenvolvimento do ciclo de vida de Panstrongilus
megistus. 1. Ovos; 2-6. Ninfas; 7. Adulto fémea. (Jurberg & Galvao, 2006)

A transmiss&o do T. cruzi esta relacionada com o habito de vida hematdfago
destes insetos, uma vez que todas as fases de seu ciclo de vida alimentam-se de
sangue (Jurberg & Galvao, 2006). Portanto, a competéncia vetorial das diferentes
espécies de triatomineos depende amplamente do grau de associagdo com o0s

humanos e o motivo de maior relevincia na transmissio vetorial consiste no
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comportamento que estes vetores tém de defecar durante ou apds o repasto
sanguineo, sendo comum a deposi¢do de suas fezes contaminadas com a forma
infectante do T. cruzi expondo, dessa forma, o hospedeiro vertebrado ao parasito
(Coura, 2005; Argolo et al., 2008; Gourbiére et al., 2012).

Os triatomineos possuem ampla distribuigdo geografica em diferentes
ecotopos naturais de regides tropicais e subtropicais. (Figura 1.4) (Moncayo &
Silveira, 2009; Coura, 2015). Atualmente, a subfamilia Triatominae compreende 157
espécies agrupadas em 18 géneros e 5 tribos (Galvdo, 2020; Dale et al., 2021),
todas com possivel competéncia vetorial. No entanto, das espécies descritas, a
maioria se encontra no ambiente silvestre e apenas poucas espécies dos géneros
Triatoma, Rhodnius e Pantrongylus sao relevantes vetores de T. cruzi a seres
humanos, uma vez que apenas as especies de triatomineos que colonizam o
domicilio e/ou o peridomicilio podem reunir condi¢gdes necessarias para transmitir a
doencga de Chagas aos humanos (Schofield & Galvao, 2009; Gourbiére et al., 2012;
Rassi et al., 2012).
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Figura 1-4. Distribuicdo geografica dos principais vetores de T. cruzi nas
Américas (Retirado de Gourbiére et al., 2012). As areas em vermelho no mapa
indicam a distribui¢gdo geografica aproximada das espécies indicadas. Espécies com
nomes destacados em vermelho sao consideradas como os principais transmissores
do parasito

A capacidade de algumas espécies de triatomineos de migrar para ambientes
domiciliares e peridomiciliares, como fendas em casas de barro, madeira,
galinheiros, paidis etc., € um fator também a ser considerado em relacédo a
competéncia vetorial, uma vez que aumenta a proximidade com possiveis
hospedeiros como caes e gatos, e principalmente o homem, que foi acidentalmente
inserido no ciclo biolégico do parasito, apds a colonizagdo de ambientes silvestres
(Coura & Borges-Pereira, 2012; Rassi et al., 2012; Coura et al., 2014).



1.4 Ciclo Evolutivo

Por desenvolver-se de modo ciclico entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados, T. cruzi é classificado como um parasito heteroxénico. Os
hospedeiros invertebrados adquirem o parasito ao ingerirem, durante o repasto
sanguineo, tripomastigotas sanguineos de T. cruzi presentes no sangue de um
hospedeiro vertebrado infectado. Uma vez ingerido pelo vetor, o T. cruzi passa por
uma sequéncia de transformagdes que se seguira ao longo do tubo digestivo do
inseto. No intestino médio anterior do triatomineo desencadeiam-se as primeiras
transformacgdes do tripanossomatideo, em um ciclo de multiplicacédo e permanéncia,
formando-se epimastigotas e alguns esferomastigotas. Passando ao intestino médio
posterior do vetor, processa-se a multiplicagdo dos epimastigotas que, ao atingirem
o reto, se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos. Este estagio constitui a forma
infectante do parasito para o hospedeiro (Brener, 1997; Coura, 2005; Garcia et al.,
2007; Rey, 2011; Ferreira et al., 2016a) (Figura 1.5).

W@% Vil [

HOSPEDEIRO
VERTEBRADO

Figura 1-5. Esquema do desenvolvimento de T. cruzi ao longo do hospedeiro
invertebrado. (Modificado de Garcia et al., 2007). O inseto se alimenta de sangue
infectado com as formas tripomastigotas que irdo se transformar em formas
epimastigotas e algumas esferomastigotas no estdmago (porcéo dilatada do
intestino médio) (A). Ao longo do trato digestivo as formas epimastigotas se
multiplicardo (B) aumentando a populagdo de parasitos. No reto, os epimastigotas
irdo se transformar em tripomastigotas metaciclicos (C) que ser&o eliminados com
as fezes e urina do inseto.



A transmissao do T. cruzi ocorre através de diversos mecanismos, podendo
ser vetorial ou nao-vetorial. A forma de transmissao vetorial envolve o hospedeiro
invertebrado que defeca, durante ou apds o repasto sanguineo, eliminando as
formas tripomastigotas metaciclicas nas fezes. Através de feridas e escoriacées na
pele, ou direto na mucosa, o parasita penetra na circulagcdo do hospedeiro
vertebrado. Além disso, no ciclo de transmissao silvestre, existem mais de 150
espécies de mamiferos onivoros que servem de reservatorios para T. cruzi e podem
contaminar-se quando ingerem o inseto infectado. Porém, a transmissdo também
pode acontecer quando animais carnivoros matam e se alimentam de outros animais
infectados com o parasito (Kirchhoff, 2011; Rassi et al., 2012).

Independente dos mecanismos e vias de transmissao, o tripomastigota
necessita, obrigatoriamente, penetrar uma célula do hospedeiro a fim de cumprir seu
ciclo evolutivo. Apds a penetracdo na célula hospedeira ha diferenciacéo do parasita
para a forma amastigota e é nesse estagio que se inicia o processo de divisao
binaria intracelular. Saturada a célula de parasitos, inicia-se a diferenciagcao dos
amastigotas em tripomastigotas, sendo estas ultimas as unicas formas viaveis
quando se da a ruptura da célula parasitada. Com o rompimento celular, formas
tripomastigotas circulam na corrente sanguinea até invadirem novas células ou até
infectarem um hospedeiro invertebrado novamente, apdés um novo repasto

sanguineo (De Souza, 2002) (Figura 1.6).
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Figura 1-6. Doenga de Chagas: Ciclo de vida do T. cruzi (Modificado de CDC).
As setas vermelhas correspondem ao ciclo evolutivo do T. cruzi no interior do
hospedeiro invertebrado; ja as setas azuis mostram o ciclo evolutivo do T. cruzi no
hospedeiro vertebrado.

1.5 Patogénese

Uma vez adquirida a infecgéo pelo T. cruzi, em pouco tempo ela se generaliza
no hospedeiro vertebrado, acarretando manifestacdes clinicas que variam desde
infecgdes assintomaticas até sintomas ndo especificos como febre, mal-estar,
anorexia e cefaléia. Além disso, o individuo infectado pode apresentar edema
localizado ou generalizado, aumento dos linfonodos, hepatomegalia,
esplenomegalia, manifestagdes nervosas, bem como comprometimento cardiaco
(Prata A., 2001; Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda, 2003; Pinto Dias, 2006; Coura
& Vinas, 2010). Em transmissdes vetoriais, ha sinais associados a entrada de T.
cruzi através da pele (chagoma), ou através de membranas mucosas oculares
provocando edema da palpebra e tecidos perioculares, chamado de sinal de
Romana (Romana, 1935; Pinto Dias, 1997; Rassi Jr et al., 2012), que sao sinais
classicos da doenca de Chagas. Este periodo inicial da doenga consiste na fase
aguda, com duragdo de 4-8 semanas e caracteriza-se pela presenga de formas
tripomastigotas nas células adjacentes ao tecido subcutdneo e em células
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circulantes como leucdcitos e macréfagos, permitindo que o parasito se dissemine
através do sistema linfatico e sanguineo se alojando em outros tecidos (Rey, 2011;
Rassi et al., 2012). Essa fase da doenca € marcada por parasitemia detectavel e
inflamag&o causada por parasitismo tecidual (Nunes et al., 2018). Medicamentos
tripanocidas, se utilizados nesta fase, sdo eficazes, apresentando taxa de cura de
60-85% (Bern, 2011).

Embora a fase aguda da infecgao seja potencialmente fatal, a infec¢ao pelo T.
cruzi é frequentemente assintomatica e, com a regressdo das manifestagdes desta
fase, apos 2-3 meses de infecgéo instala-se a fase crénica da doenga, que também
pode ser letal ao individuo. Na fase cronica, a parasitemia é geralmente indetectavel
por métodos convencionais de diagndstico disponiveis (Nunes et al., 2018) e pode
apresentar-se das seguintes formas: indeterminada, cardiaca, digestiva e
cardiodigestiva (Rassi et al., 2012). Nesta fase, a parasitemia sofre acentuada
reducdo, assim como o parasitismo celular e a intensidade do processo inflamatério,
devido a resposta imunolégica do hospedeiro. Apds este periodo de alta
parasitemia, a maioria dos pacientes (60-70%) pode apresentar pelo resto da vida a
forma indeterminada da doeng¢a, com auséncia de manifestacbes clinicas,
eletrocardiograficas ou radiolégicas inerentes da doenca, tendo apenas a sorologia
positiva para infecgédo pelo T. cruzi (Coura, 2007; Amato Neto, 2008). Por outro lado,
depois deste periodo ou gradativamente apos a fase aguda, 30-40% dos individuos
infectados podem apresentar diversas alteragbes sistémicas, cujos o&rgéos
predominantemente acometidos sdo o coragdo, o esdfago, e o cdélon, o que vai
caracterizar as diferentes formas clinicas da fase crénica (Prata, 2001), sendo elas

cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva (Nunes et al., 2018) (Figura 1.7).

12



(vetorial, transfusdo, congénita, oral,

Exposi¢ao humana ao T. cruzi
transplante de drgaos, acidental)

—F Sem mfecgao

v

Droga < 5-10% de casos
o antiparasitaria Fase Aguda sintomaticos Morte por miocardite
(50-80% dos casos) (assintomatica ou sintomatica) ou meningoencefalite

|
Droga 10-30 Droga il
(20_%%52 o amlparamtana Fase Crénica anos Fase Cronica antiparasitaria (menor
casos) Forma Indetermlnada Forma determinada propor¢ao de
casos)
i _ Imunossupressao 5
v ; ! }

Inde‘f:rmgada [ Cardiaca )(Cardiodigestiva:][ Digestiva ]

Figura 1-7. Histéria natural da doengca de Chagas (adaptado de Rassi et al.,
2010). Em azul a fase de exposicdo humana ao T. cruzi, em rosa as etapas da fase
aguda da infec¢do, em verde as etapas da fase crénica na forma indeterminada, em
vermelho as etapas da fase crénica forma indeterminada e em azul claro a fase de
reativagdo, marcada pela imunossupresséao do hospedeiro.

A forma cardiaca é a forma mais frequente e grave da doenca de Chagas,
caracterizada por intenso processo de remodelamento cardiaco, cujas
manifestagbes clinicas agrupam-se em trés sindromes: arritmia, insuficiéncia
cardiaca e tromboembolismo, que podem levar a morte subita (Rassi et al., 2010;
Rassi et al., 2012; Nunes et al., 2018). As manifestagcdes digestivas, por sua vez,
sdo representadas pelo megaesdfago e megacolon, que sdo consequéncias clinicas
tardias da forma digestiva da fase cronica (Rassi et al., 2017). O acometimento de
algum 6rgéo do aparelho digestivo e do coragdo pode ocorrer simultaneamente e
caracteriza a forma clinica mista da doenga de Chagas (Prata, 2001; Coura, 2007).

A prevaléncia e a gravidade das diferentes formas clinicas da doencga de
Chagas estao especialmente relacionadas a extensa diversidade genética das cepas
de T. cruzi, além da resposta imunoldgica e constituicdo genética do hospedeiro
vertebrado (Teixeira et al., 2011; Fernandes & Andrews, 2013).

1.5.1 Tratamento

Para o tratamento etiolégico de individuos infectados, sdo disponibilizados
apenas dois farmacos aprovados, o Benznidazol (Figura 1.8) e o Nifurtimox (Figura
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1.9), para eliminar a infecgéo por T. cruzi, a fim de melhorar os parametros clinicos
do paciente e interromper o ciclo de transmissao do parasito (Muller Kratz et al.,
2018). O nifurtimox € um derivado nitrofurano, produzido pela Bayer sob a marca
Lampit®, cujo mecanismo de agdo consiste em produzir metabdlitos de oxigénio
reduzidos levando a produgdo de radicais livres que promovem o bloqueio da
sintese de DNA e aceleram a degradacdo de DNA e RNA, componentes celulares
vitais para o T. cruzi (Bern, 2011; Lascano et al., 2020). J& o Benznidazol é um
derivado nitroimidazolico, que exerce seu efeito produzindo metabdlitos reativos que
possuem efeito tripanocida nas formas intra e extracelulares do parasito (Bern, 2011;
Muller Kratz et al., 2018). Originalmente fabricado pela Roche como Rochagan® ou
Rodanil®, o Benznidazol agora € produzido pelo Lafepe (Laboratério Farmacéutico
do Estado de Pernambuco), no Brasil e como Abarax® pelo Laboratério ELEA, na
Argentina (Machado-de-Assis et al., 2013). Vale ressaltar que o Nifurtimox n&o é o
primeiro medicamento de escolha no tratamento da doengca de Chagas, sendo
geralmente utilizado quando o paciente se mostra refratario ao tratamento
convencional com Benznidazol. Sendo que este ultimo acaba sendo o medicamento
de primeira escolha, devido a sua maior tolerabilidade e seguranga (Bern, 2011;
Muller Kratz et al., 2018; Pérez-Molina & Molina, 2018).
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Figura 1-8. (A) Estrutura quimica do Benznidazol. (B) Rétulo do medicamento
de um dos atuais fabricantes de Benznidazol, o laboratério LAFEPE (PubChem,
2021a).
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Figura 1-9. (A) Estrutura quimica do Nifurtimox. (B) Rétulo do medicamento do
fabricante de Nifurtimox nas duas dosagens disponiveis de 30 mg (verde) e
120 mg (amarelo) do fabricante Bayer (PubChem, 2021b).

Embora ambos os farmacos sejam comumente utilizados ha quase meio
século para o tratamento da doenga de Chagas, a eficacia terapéutica é
especialmente dependente da fase da doenca na qual o tratamento foi instituido
(Bern, 2011a). O tratamento etioldégico precoce, iniciado na fase aguda, tem
mostrado indices de cura elevados, com 60-85% de taxa de cura, promovendo a
reducdo da gravidade dos sintomas, diminuindo o curso clinico e detecgdo de
parasitemia (Bern, 2011a, Pérez-Molina & Molina, 2018). Adicionalmente, ndo ha
tratamento eficaz para os individuos na fase crbnica da doenca, a qual € a mais
prevalente, em areas endémicas e nao endémicas, o que confirma a necessidade de
um diagnostico inicial preciso para que as intervencbes terapéuticas ocorram
precocemente (Viotti et al., 2006; Pérez-Molina & Molina, 2018).

Além dos baixos indices de cura obtidos em pacientes na fase crbnica da
doenga, outro grande desafio no uso desses dois medicamentos para o tratamento
etiologico da doenca de Chagas diz respeito a taxa relativamente elevada de efeitos
adversos, que varia de 15-20%, e é mais frequente em adolescentes e adultos.
Dentre os efeitos relatados com mais frequéncia tem-se a dermatite alérgica, nausea
e vomitos, que geralmente cessam apds a descontinuidade do tratamento (Bern,
2011; Mdller Kratz et al., 2018), e sao suficientes para o paciente abandonar
permanentemente o tratamento (Morillo et al., 2015). Devido a essas limitagdes, que
evidenciam a necessidade da avaliagao de novos farmacos que possuam atividade
anti-T. cruzi ou novos regimes de tratamento que podem apresentar o mesmo

potencial tripanocida que a dose tradicionalmente utilizada (Cevey et al., 2016).
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O acesso ao tratamento e cuidado de todos os pacientes infectados ou
acometidos pela doenca esta incluido na lista de metas da OMS para controle da DC
para 2020.

1.6 Aspectos Ecoepidemiolégicos da doenga de Chagas

A parasitose causada pela infeccdo pelo T. cruzi evoluiu a partir de uma
enzootia primitiva e passou a constituir um problema de saude humana, devido as
crescentes alteragdes antrépicas sobre o meio. A destruicdo gradativa dos bidtipos
naturais, o aparecimento de habitacdes préximas aos ecétopos silvestres, bem como
outros fatores bioecoldgicos e politico-sociais viabilizaram o processo de adaptacéo
de espécies de triatomineos silvestres a colonizarem os ambientes domiciliar e
peridomiciliar (Ponce, 2007; Coura & Junqueira, 2012). Originalmente circunscrita
nas Américas, a doengca de Chagas apresenta uma ampla distribuicdo e constitui
uma das principais endemias no continente americano, especialmente na Ameérica
do Sul, Central e México (Figura 1.10). Paises como a Bolivia, Argentina, Paraguai,
Equador, El Salvador e Guatemala possuem o0 maior numero de individuos
infectados dos 21 paises considerados endémicos (Pérez-Molina & Molina, 2018;
Noya & Jackson, 2020). Atualmente, estima-se que 6-7 milhdes de pessoas no
mundo estejam infectadas e cerca de 75 milhdes estejam expostas a risco de
infeccdo (WHO, 2020). Na década de 90, a doenga de Chagas foi classificada como
a doenca parasitaria mais séria na América do Sul e Central em termos de impacto
social e econdmico (Schofield & Dias, 1999). Anteriormente, a doenga de Chagas
era considerada endémica de regides rurais da América Latina, onde a transmisséo
vetorial € a principal forma de contagio. No entanto, esse padrdo vem mudando
progressivamente e, atualmente, a maior parte dos individuos vivem em areas
urbanas (Rassi et al., 2012). Além disso, a transmissao do protozoario pode ocorrer
também pela ingestdo de alimentos contaminados com as fezes de triatomineo
(Steindel et al., 2008; Nobrega et al., 2009), congénita ou transplacentaria (Brutus et
al., 2008; Gontijo et al., 2009) e em acidentes de laboratorio (Coura et al., 2005). A
dindmica e a ocorréncia dos diferentes mecanismos de transmissdo irdo variar
conforme as condig¢des e circunstancias de cada regido, garantindo a propagagao da

doenca de Chagas para outras areas do mundo (Coura & ViAas, 2010).
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Figura 1-10. Dados epidemioldgicos relativos a doenga de Chagas em 2002
(Modificado de Liu & Zhou, 2015). A area destacada em vermelho refere-se a
areas endémicas onde a transmissao ocorre ocasionalmente por meio de vetores.

Considerando o aumento da globalizagdo, bem como da migragdo de
individuos infectados de paises endémicos para outras regides do mundo em busca
de melhores condi¢gbes de vida, um novo quadro epidemiolégico, socioeconémico e
politico surgiu com a disseminag¢ao da doenga de Chagas (Schmunis, 2007; Coura &
Vifas, 2010). Por conta disso, regides originalmente ndo endémicas, como paises
da Europa, América do Norte, Asia e Oceania, principalmente Estados Unidos,
Canada, Espanha, Franca, Japao e Australia passaram a apresentar casos de
infeccdo por T. cruzi; (Rassi et al., 2012; Antinori et al., 2017; Nunes et al., 2018)
(Figura 1.11). Em funcéo deste alto fluxo migratorio, principalmente de pessoas
infectadas, que podem se tornar potenciais doadores de sangue e 6rgaos para 0s
grandes centros urbanos, e da falta de monitoramento e seguranca dos bancos de
sangue, a transmissdo transfusional e via transplante de 6rgédos ganhou certa
importancia epidemioldgica nas duas ultimas décadas (Kirchhoff et al., 2006; Coura
& Borges-Pereira, 2012). Para tanto, paises ndo-endémicos com amplas populag¢des
de imigrantes comegaram a estabelecer intervengdes para prevenir infecgdo de T.
cruzi associada a transfusdo. A triagem de sangue para doag¢do nos EUA comecgou

em 2007, e atualmente cobre a maior parte do suprimento de sangue. Com isso,
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doadores infectados foram identificados e proibidos permanentemente de doar
(Kirchhoff, 2011).
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Figura 1-11. Mapa de imigrantes infectados com T. cruzi morando em paises
nao endémicos (Adaptado de Rassi Jr et al., 2010).

No inicio da década de 90, teve-se o marco do combate a doenca de Chagas
na América do Sul, onde paises do Cone Sul (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
Paraguai e Uruguai) adotaram medidas para o controle vetorial e testes nos bancos
de sangue (Molyneux & Morel, 1998; Bricefio-Ledn, 2009). Estimulada por
organizagbes como OPAS e OMS, a implementagdo de programas para a
eliminacdo do inseto vetor em paises da Ameérica Latina foi fundamental para a
determinacao do cenario da doencga pois resultou no controle da transmissao vetorial
da doenca em diversas areas endémicas pelo seu principal vetor e em uma
diminuig&o significativa da incidéncia de novos casos (Hashimoto & Schofield, 2012;
Salvatella et al., 2013; Pérez-Molina & Molina, 2018). No Uruguai em 1997, Chile em
1999, Brasil em 2006, a transmissao de T. cruzi pelo Triatoma infestans, principal
vetor domiciliar nesses locais, foi dada como interrompida (WHO, 2018). Além disso,
em 1997, por resolugdo dos Ministérios da Saude de alguns paises da América
Central, El Salvador, Guatemala, Honduras e Nicaragua (2009-2010), também foi
langada uma iniciativa contra a doenca de Chagas, sendo um dos objetivos a
eliminacao da espécie Rhodnius prolixus na regido. Consequentemente, cada vez
mais areas infestadas foram encontradas e progressivamente pulverizadas usando a
estratégia previamente adotada para o combate ao T. infestans nos paises do cone
sul da América do Sul. Como resultado, estes paises da América central, foram
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certificados como livres de transmissdo da doenga de Chagas por R. prolixus, e
nenhum deles relatou a presencga de R. prolixus desde junho de 2010 (Hashimoto &
Schofield, 2012).

Mesmo com os avangos conquistados pelos programas governamentais, o
risco de transmissdo vetorial, porém, ainda existe especialmente por conta da
diversidade da fauna de triatomineos. No Brasil, 66 espécies possuem distribuicao
autéctone e representam um desafio para o controle vetorial na atualidade (Galvao,
2014; Souza et al., 2016). Ademais, em areas onde T. infestans infestava os
domicilios ocorriam também espécies autoctones, que intensificaram a sua presenca
nas habitacbes humanas apos o controle do principal vetor (Silveira & Vinhaes,
2000; Silveira & Dias, 2011). Portanto, a preocupacédo em relagao a possibilidade de
transmissao vetorial por espécies autéctones, que ndo podem ser eliminadas do
intradomicilio por serem capazes restabelecer coldnias a partir de focos vizinhos ou
silvestres, e o risco remoto de reestabelecimento do T. infestans proveniente de
paises vizinhos (onde a espécie permanece como vetor principal), sempre sera uma

preocupacao relevante (De Souza & Diotaiuti, 2020).

1.6.1 Transmissao Oral da doenga de Chagas

Registros de surtos de infecgdo de T. cruzi por via oral, geralmente
relacionados a presenca de vetores e reservatorios infectados pelo parasito nas
proximidades, parecem estar aumentando significativamente na América Latina
(Yoshida et al., 2011; Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012; Franco-Paredes et al.,
2020). A transmissdao oral pode ocorrer devido ao consumo de triatomineos
completos ou de suas fezes, contendo tripomastigotas metaciclicos, que séao
inadvertidamente processados com alimentos, principalmente preparados de frutas
(Dias et al., 2008; Nobrega et al., 2009; Pereira et al., 2009), ou pela ingestdo de
carne crua de mamiferos silvestres infectados (Pinto Dias, 2006).

No Brasil, especialmente na regido Amazdnica e em outras regides onde o
controle de triatomineos intra e peridomiciliar tem sido eficaz, estes surtos de origem
alimentar tém se mostrado cada vez mais relevantes do ponto de vista da saude
publica, por terem emergido como um dos principais mecanismos de transmissao
em humanos, especialmente devido as espécies autéctones de triatomineos. Entre
1965 e 2009, sete a oito surtos, com 112 casos agudos da doenca de Chagas,
ocorreram fora da Amazobnia, onde a transmiss&o vetorial estava sob controle
(Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012). Em contrapartida, entre os anos de 2000 e
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2011, foram notificados 1.252 casos de doenca de Chagas aguda e, nestes, cerca
de 70% foram associados ao consumo de alimentos ou bebidas contaminados

(Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012; Robertson et al., 2016) (Figura 1.12).
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Figura 1-12. A) Doenca de Chagas Aguda no Brasil, por municipalidade, entre
2000 e 2010 (Retirado de Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012) B) Numero de
casos de doenga de Chagas Aguda no Brasil de acordo com o tipo de
transmissao de 2007 a 2015 (Retirado de De Meis & Castro, 2017).

Notificagdes recentes para a atual emergéncia dos casos de doenga de
Chagas aguda no Brasil estdo relacionadas, em sua maioria, a0 consumo do suco
de acai (Euterpe oleracea) fresco contaminado com o parasito, e também existem
relatos de surtos associados ao consumo de caldo de cana de agucar (Saccharum
sp.) e suco de bacaba (Oenocarpus bacaba) nao pasteurizados (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria - Ministério da Saude (ANVISA-MS), 2008; Shikanai-Yasuda
& Carvalho, 2012; Robertson et al.,, 2016; Franco-Paredes et al.,, 2020). A
contaminagdo dos alimentos com T. cruzi € acidental e pode ocorrer durante a
colheita, armazenamento, transporte ou até mesmo na etapa de preparagao
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Ministério da Saude (ANVISA-MS),
2008).

Dentre os surtos brasileiros de transmissé&o oral do T. cruzi, vale citar um caso
que ocorreu no Norte do Brasil, onde casos dessa via de transmissdo apresentam
sinais de aumento. O surto ocorreu em 2008 em Coari, cidade do interior do estado
do Amazonas, onde 25 pessoas foram infectadas pelo T. cruzi. Neste evento,
suspeita-se que a transmissao tenha ocorrido por via oral através do consumo de
acgai contaminado (Barbosa-Ferreira et al., 2010; de Souza-Lima et al., 2013). Outros
paises da América Latina, como Argentina, Bolivia, Coldmbia, Equador e Venezuela,

também relataram varios surtos de doenca de Chagas aguda adquiridos por via oral
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(Franco-Paredes et al., 2020). O maior surto descrito até o momento ocorreu na
Venezuela, em 2007, afetando 103 pessoas, adultos e criancas de uma escola de
Caracas, que se infectaram apds o consumo de suco de goiaba contaminado (De
Noya et al., 2010).

O acai € um fruto de cor roxa de uma palmeira da familia Arecaceae, que &
uma das mais importantes socioeconomicamente, ocorrendo principalmente em toda
a regido amazébnica, sendo particularmente abundante na Amazénia Oriental (Neri-
Numa et al., 2018). Trés espécies sdo conhecidas popularmente como agai, Euterpe
edulis, E. oleraceae e E. precatoria, porém, apenas as duas ultimas tém interesse
agroindustrial (Cavalcante, 1979). Ambas as espécies tém demonstrado
propriedades antioxidantes e antiinflamatérias com compostos bioativos como
antocianinas, que s&o anti-radicais livres, flavonoides e fendlicos, mais do que outras
frutas, como uvas, amoras, mirtilos e morangos (Yuyama et al., 2011; Yamaguchi et
al., 2015; Garzon et al., 2017; Torma et al., 2017). O desenvolvimento do agaizeiro
ocorre em varzeas e em solos pantanosos e alagados (Bichara & Rogez, 2011). A
frutificagdo ocorre durante todo o ano, com a maior producdo do agai ocorrendo
durante o periodo de julho a dezembro (Cavalcante, 1979; Bichara & Rogez, 2011).

No Norte do Brasil, a maior parte da produgdo ainda & consumida pela
populagdo local, no qual o agai, que € esmagado para produzir uma pasta ou
bebida, & tradicionalmente ingerido "in natura", principalmente no Para e na
Amazobnia, maiores produtores e consumidores de agai em todo o mundo (Barbosa
et al.,, 2016). Além de importante para a cultura local, o acai é fonte de renda
fundamental para as comunidades ribeirinhas e rurais da Amazénia, uma vez que a
maior parte do acai é derivada da atividade extrativista da regido. Além disso, nos
ultimos dez anos, houve um importante incremento econémico, nacional e
internacional, na comercializacdo de bebidas a base de acai. Neste contexto,
alimentos a base de acgai passaram a ser um dos mais comercializadas da regiao,
nao s6 no mercado nacional, mas também em nivel internacional (Brondizio &
Moran, 2008).

Alguns estudos sugerem possiveis vias de contaminagao do acgai por T. cruzi,
tal qual a presenca de ninhos com insetos infectados nas palmeiras do agai, que
podem ser transportados junto com os frutos, possibilitando que os barbeiros sejam
triturados durante a preparagdo do suco (Da Silva Valente et al., 1999). Outra
possibilidade esta relacionada a atragao dos triatomineos aos cestos utilizados para

transportar o acai. Devido ao calor, emissdao de CO2 e odores caracteristicos de
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fontes de alimentos, os triatomineos voam da mata até os cestos com acgai, onde
insetos infectados podem defecar, ou até mesmo serem processados com o acai,
contaminando os frutos (Seccadio, 2013). Esse acgai vai para pontos comerciais e a
falta de higiene e medidas adequadas de manipulagdo dos frutos possibilitam as
microepidemias de doenga de Chagas Aguda através do consumo do suco de acgai
(Xavier et al., 2014).

Tais vias de contaminacao reforcam que medidas sanitarias devem ser
utilizadas no manuseio dos frutos e em todos os equipamentos utilizados no
processamento, para evitar uma possivel contaminagao (Ferreira et al., 2018). Desta
forma, o branqueamento e pasteurizagao sido técnicas importantes para minimizar
os riscos de transmissdo e evitar os surtos de infecgdo oral através de alimentos
contaminados (Oliveira et al., 2011). Atualmente, ambas as técnicas vém sendo
adotadas para produtos com base de acai que sdo exportados da Amazébnia para
outras regides do Brasil e para o exterior (Dias et al., 2011). Ainda assim, muitos
comerciantes locais ndo fazem uso desses processos normalmente, tornando os
consumidores destes pontos um grupo vulneravel a transmissdo oral de DC
(Nobrega et al., 2009). A prevencao da transmissao oral do T. cruzi tem se mostrado
relativamente dificil, gerando uma nova demanda no sistema publico de saude para

o enfrentamento da doencga de Chagas adquirida por via oral.

1.7 Diagnéstico Molecular da Infeccao por T. cruzi

A aplicacdo de uma metodologia molecular pela Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), que consiste na amplificacdo sequencial de fragmentos
especificos de DNA previamente determinados (Mullis et al., 1986; Saiki et al.,
1992), permite a deteccdo em nivel molecular de um agente patolégico em variadas
amostras. O uso da técnica de PCR inclui a possibilidade de se realizar ensaios
qualitativos, para a deteccdo de um ou mais alvos em uma amostra, e ensaios
quantitativos, capazes de monitorar o progresso da PCR enquanto ela ocorre (Burd,
2010). Neste ultimo caso, os dados s&o coletados ao longo da PCR, ou seja, em
Tempo real, ao invés de serem obtidos apenas no final da reagdo. A PCR em Tempo
real (QPCR) utiliza tecnologia de fluorescéncia para monitoramento continuo de
amplificagdo ao longo da reagao (Higuchi et al., 1993) e é capaz de detectar e
mensurar pequenas quantidades de acido nucléico de diversas amostras de

diferentes tipos de fontes (Bustin et al., 2009).
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Em relagdo ao diagnostico da doenga de Chagas, a PCR tem apresentado
maior sensibilidade, especificidade, rapidez e reprodutibilidade (Moser et al., 1989;
Sturm et al., 1989; Britto et al., 1993, 1995; Gomes et al.,, 1998; Cummings &
Tarleton, 2003; Bustin et al., 2009; Burd, 2010) como ferramenta diagnostica, além
de uma identificagdo mais precisa nos diferentes grupos populacionais ou linhagens
do parasito, dependendo dos iniciadores e sondas empregados (Britto et al., 2001;
Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda, 2003; Britto, 2009).

Em contrapartida aos métodos parasitologicos indiretos, como o
xenodiagnodstico e a hemocultura, que apresentam resultados apds semanas, 0s
resultados provenientes da PCR s&o obtidos em um tempo mais curto (Russomando
et al., 1996; Cummings & Tarleton, 2003). Além disso, sua execugao ocorre de
forma mais simples e é possivel repetir os testes em caso de resultados
inconclusivos, uma vez que esta técnica faz uso de pequenos volumes de amostra
(Marin et al., 2002).

A PCR tem mostrado ser um método preciso para detecgao acurada da carga
parasitaria em diversas amostras. Sendo assim, a técnica passou a ser estudada em
pacientes com doenga de Chagas crbnica e congénita (Schijman et al., 2003;
Virreira et al., 2003; Burgos et al., 2007), para a detec¢cdo da reativacdo em
pacientes submetidos a transplante (Maldonado et al., 2004; Burgos et al., 2010) ou
a outras situagdes imunossupressoras (Burgos et al., 2008; de Freitas et al., 2011),
bem como para determinar a carga parasitaria no sangue periférico de pacientes
infectados (Piron et al., 2007; Duffy et al., 2009), para acompanhamento da
parasitemia durante terapéutica especifica (Britto et al., 2001; Britto, 2009; Moreira et
al., 2013; Guedes-Da-Silva et al., 2016), além do monitoramento da infecgdo de
triatomineos em areas endémicas (Braz et al., 2007; Cominetti et al., 2013; Moreira
et al., 2017) e para investigacao de surtos de doenga de Chagas oral através da
analise de alimentos contaminados (Ferreira et al., 2018; Finamore-Araujo et al.,
2021).Por outro lado, os ensaios de diagnostico molecular sdo baseados, em sua
maioria, na deteccéo direta do DNA do patégeno nas amostras. A amplificagdo do
DNA, por si sO, nédo fornece informagdes sobre a viabilidade do patdgeno,
principalmente devido a sua estabilidade (Cancino-Faure et al., 2016). Uma
alternativa a deteccdo do DNA para avaliar a viabilidade de parasitos em diferentes
amostras seria através da deteccdo direta do RNA do patéogeno por meio de PCR
com transcricdo reversa. O uso das técnicas de RT-PCR e RT-gPCR vem

aumentando para diversos microrganismos como Mycobacterium tuberculosis,
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Plasmodium falciparum, Leishmania, Toxoplasma gondii (Hellyer et al., 1999;
Schoone et al., 2000; Van Der Meide et al., 2005; Norouzi et al., 2016) entre outros.
O interesse no uso de RNA como o alvo molecular para avaliagdo de viabilidade é
devido a labilidade do RNA em fluidos biologicos, que é degradado rapidamente,
possuindo uma meia-vida menor em comparagdo ao DNA. Logo, um ensaio
baseado na amplificacdo de mRNA provavelmente implicaria na presenca de
parasitos vivos, sendo um potencial indicador de suscetibilidade do parasita durante
e apos o tratamento com medicamentos (Van Der Meide et al., 2008). No entanto, é
importante ressaltar que faltam estudos de diagnostico molecular comparativos
sobre o desempenho do RNA como marcador molecular de viabilidade em relacao

ao DNA, especialmente para avaliagdo do T. cruzi em diferentes matrizes biolégicas.

1.71 Diagnéstico Molecular da Infecgdao por T. cruzi em

triatomineos

O método classico de descricao de infeccao natural de triatomineos por T.
cruzi € 0 exame microscopico do conteudo intestinal, ou do aparelho digestivo
dissecado. (Mello et al.,, 1996; Kollien & Schaub, 2000). Contudo, o método
apresenta algumas limitagdes, tais como baixa sensibilidade e reprodutibilidade, pois
o resultado desta metodologia empregada pode variar de observador para
observador, dificuldade de exame nos diferentes estagios evolutivos dos insetos
vetores, além da necessidade da analise em insetos frescos (Pizarro et al., 2007).

Com isso, ensaios moleculares baseados na PCR tém sido propostos como
uma alternativa para a detecgdo mais precisa de T. cruzi em triatomineos infectados
(Moser et al., 1989; Sturm et al., 1989), uma vez que a analise por microscopia pode
subestimar o nivel de infecgdo de triatomineos coletados em campo (Botto-Mahan et
al., 2005). A detecgao, por PCR, de T. cruzi em fezes de triatomineos apresenta
rapidez e sensibilidade para o diagndstico parasitolégico. Através do emprego desta
metodologia é possivel trabalhar com amostras degradadas ou de volumes
pequenos (Moser et al., 1989).

Em paises endémicos, a coleta dos insetos é feita em areas remotas e as
espécies de triatomineos precisam ser transportadas para analise que entao
ocorrera dias ou semanas apos a coleta. Dessa forma, o uso da PCR como
ferramenta para diagndstico, aumenta a eficiéncia na avaliagdo da infecgdo natural
por T. cruzi em insetos triatomineos. Além disso, diferente da microscopia, cuja
analise precisa ser feita dentro de um curto periodo apds coleta do material
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(Russomando et al., 1996; Shikanai-Yasuda et al., 1996; Dorn et al., 1999; Braz et
al., 2007), na PCR as amostras podem ser processadas e analisadas mesmo depois
de um longo periodo apds a coleta dos insetos e a dissecgao dos mesmos (Dorn et
al., 2001; Pizarro et al., 2007).

1.7.2 Analise Molecular de Amostras de Agai contaminadas com

T. cruzi

Em relagdo a avaliacdo do potencial de transmissdo oral da doenca de
Chagas por meio do consumo de produtos a base de acgai, ela € determinada por
investigagdes clinicas ou parasitolégicas e sdo baseadas em métodos tradicionais,
como cultura e observagdées microscopicas (Barroso Ferreira et al.,, 2014; Franco-
Paredes et al., 2020). No entanto, como citado anteriormente para insetos, sao
metodologias que apresentam diversas limitagdes (de Oliveira et al., 2019) e a
analise microscopica, além de ser um procedimento trabalhoso e demorado, € dificil
de detectar o parasita, devido a coloragao escura caracteristica do agai (Barbosa et
al., 2012).

Neste contexto, métodos moleculares baseados em PCR e qPCR tém sido
desenvolvidos, mais recentemente, para a deteccédo e quantificacdo rapida do DNA
do T. cruzi em varias matrizes alimentares. Contribuindo, desta forma, como uma
ferramenta poderosa na investigagdo epidemioldgica da doenga de Chagas (de
Souza Godoi et al., 2017; Mattos et al., 2017; Ferreira et al., 2018; de Oliveira et al.,
2019; Cardoso et al., 2020). No entanto, ainda € necessario o desenvolvimento de
metodologias capazes de detectar, em larga escala e com reprodutibilidade, o T.
cruzi em amostras de alimentos e, assim, planejar estratégias para melhor
compreender a transmissao oral, garantir a qualidade dos produtos que estdo sendo
comercializados e entender as possiveis de vias de contaminacdo destes produtos
(Bichara & Rogez, 2011; Ferreira et al., 2018).

1.8 Justificativa

Em relagdo ao diagnostico da infeccdo de T. cruzi, alvos moleculares para
ensaios baseados em PCR tém sido representados tanto pelo genoma mitocondrial
como pelo genoma nuclear do parasito. Eles tém sido propostos como uma
alternativa para a detecgao mais precisa da infeccdo de T. cruzi em triatomineos e

mamiferos infectados, bem como para investigagao de surtos de doenga de Chagas
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oral através da analise de alimentos contaminados. Esta técnica apresenta uma alta
sensibilidade e especificidade na amplificacao de sequéncias do DNA de T. cruzi de
amostras degradadas ou em pouca quantidade.

As dinamicas de transmissdo do T. cruzi sdao de grande importédncia no
desenho de novas medidas de controle da doenga de Chagas, especialmente pelas
vias de transmissao vetorial e oral. Desta forma, o desenvolvimento de um ensaio
molecular baseado em PCR em Tempo real torna-se uma ferramenta importante
para uma maior compreensao do estudo sobre esta parasitose. E, em se tratando de
amostras comercializadas, como € o caso da polpa de agai, um ensaio simples e
reproduzivel para a deteccéo e quantificacdo do DNA do T. cruzi, desde a etapa de
extracdo de DNA até a etapa de visualizagao pela gPCR, pode ser util para analisar,
em larga escala e em diferentes localidades, surtos orais de doenca de Chagas
aguda.

No entanto, uma questao recorrente em relacdo a quantificacdo do T. cruzi
através da detecgao do seu DNA se estende ao fato de que ndo se esta claramente
elucidado se a deteccdo do DNA do parasito corresponde a parasitos vivos na
amostra. Alguns estudos prévios tém utilizado o RNA do patégeno como marcador
de viabilidade ja que tanto o mRNA e o rRNA possuem uma meia-vida mais curta
que o DNA. Entretanto, analises do valor da deteccdo do RNA do parasito, nos
hospedeiros vertebrado e invertebrado e em produtos alimenticios previamente
tratados para consumo, ainda precisam ser aprimoradas.

Com base nisso, a hipétese deste trabalho considera que o RNA seja um bom
marcador para avaliar a viabilidade de T. cruzi, seja em amostras do hospedeiro
vertebrado, invertebrado ou de alimentos. E esta quantificagcdo diferenciada de
parasitos viaveis e parasitos totais podera contribuir para um maior conhecimento
sobre a dindmica da infec¢ao pelo parasito e a competéncia vetorial, podendo abrir
novas possibilidades para a avaliacdo de drogas tripanocidas e avancar em estudos

epidemiologicos, de prevengao e controle.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O obijetivo principal deste trabalho é detectar e quantificar a carga parasitaria
do T. cruzi na interacdo com seus hospedeiros invertebrado e vertebrado, bem como
em acgai contaminado, através de uma metodologia molecular quantitativa baseada
em PCR e RT-PCR em Tempo Real. Com isso, almejamos avaliar o potencial do
RNA do parasito como um marcador de viabilidade nos hospedeiros vertebrado e

invertebrado.

211 Objetivos Especificos

1. Desenvolver e validar metodologias moleculares que possam entregar um
resultado rapido, sensivel e acurado no atendimento a surtos orais da doenca
de Chagas, através da deteccao e quantificagdo da carga parasitaria de T.
cruzi em amostras de agai.

2. Comparar protocolos de kits comerciais para melhor desempenho de extracao
de DNA para a deteccao de T. cruzi em triatomineos.

3. Desenvolver uma RT-gPCR com alvo nos genes correspondentes ao
TcGAPDH (expresso de maneira constitutiva nas diferentes formas do
parasito) e 12s do RNA ribosomal de triatomineos, para a quantificacédo da
viabilidade de T. cruzi na interagdo com seu hospedeiro invertebrado.

4. Validar o RNA como marcador de viabilidade de T. cruzi na interagdo com o
hospedeiro invertebrado.

5. Avaliar a dinamica da interacdo de isolados de T. cruzi, pertencentes a
diferentes DTUs, com Rhodnius prolixus alimentado com sangue contendo
formas epimastigotas.

6. Validar o RNA como marcador de viabilidade de T. cruzi em infeccéo in vitro
de cardiomioblastos da linhagem HOC2.

7. Avaliar a viabilidade de T. cruzi, em células H9C2 submetidas, ou nao, ao

tratamento com benznidazol.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo celular de T. cruzi

Para os ensaios foram utilizados cepas e clones de T. cruzi pertencentes as
subpopulagdes classificadas entre DTUs | a VI: Dm28c (Tcl), Y (Tcll), INPA 3663
(Tclll), INPA 4167 (TclV), LLO14 (TcV) e CL (TcVI). As células foram obtidas da
Colecdo de Protozoarios da Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil
(Fiocruz, COLPROT, http://www.colprot.fiocruz.br). Formas epimastigotas de T. cruzi
foram cultivadas a 28°C por 5 dias em cultura axénica em meio LIT (Liver Infusion
Tryptose — BD, USA) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
termodesativado (Cultilab, Campinas/SP - Brasil) e 1% de antibiético (100 Ul/mL
penicilina, 10 pg/mL estreptomicina). Na fase logaritmica de crescimento, as células
foram recolhidas por centrifugagdo (3000g por 10 minutos, a 4°C), lavadas trés
vezes com PBS (tampé&o salina: Na2HPO4 0,01M, NaCl 0,15 M) e ressuspensas em
1mL na mesma solucgao.

O crescimento celular foi estimado por contagem de células em Cémara de

Neubauer em microscoépio 6ptico e expresso em parasitas/mL.

3.2 Manutengao, alimentagao e infec¢cao de Rhodnius prolixus

Triatomineos da espécie R. prolixus foram obtidos de colbnias do insetario do
Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de Insetos do Instituto Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ/RJ. As colbnias sdo mantidas em um cristalizador de vidro fechado com
tela de nailon e papel de filtro sanfonado no interior. Estes insetos ficam em estufa
BOD a 28°C e 80% UR, com fotoperiodo de 12 horas. Semanalmente, as col6nias
sdo alimentadas com sangue desfibrinado de coelho, fornecido pelo Centro de
Criac&do de Animais de Laboratério (CECAL), até a replegéo dos insetos.

Para os experimentos de infecgéo, ninfas de quinto estadio, em jejum por
mais de 15 dias apds a ultima ecdise, foram selecionadas e entdo alimentadas com
sangue de coelho desfibrinado através de um aparelho artificial. Antes da
alimentacdo, o sangue de coelho foi descomplementarizado através da separagéo
do plasma por centrifugacao, a 1890g por 15 min a 4°C, e posterior inativagdo do

plasma pelo calor, a 60°C por 1 hora em banho-maria (Azambuja & Garcia, 1997).
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Os eritrocitos foram, entdo, ressuspensos com o plasma inativado e misturado com
formas epimastigotas de T. cruzi. Os parasitos obtidos em fase exponencial de
crescimento passaram por centrifugacdo a 3000g por 10 min a 4°C para eliminagéao
do meio de cultura e o precipitado foi ressuspenso com sangue reconstituido de
plasma inativado. A concentragao final de epimastigotas, estimada por contagem de
células em Camara de Neubauer, foi de 108 parasitas/mL.

A cinética da infecgao por T. cruzi foi avaliada em triplicata bioldgica, isto €,
durante trés alimentacdes independentes, e apenas insetos que tiveram alimentagao
saturante com alta distensdo abdominal foram separados para dar continuidade aos
nossos ensaios. Os triatomineos foram infectados e mantidos no Laboratério de
Bioquimica e Fisiologia de Insetos (FIOCRUZ) até o momento da dissecgéo.

A quantificagdo da carga parasitaria foi analisada por meio de dois métodos
diferentes (detalhados nos itens 3.11 e 3.12): PCR quantitativo (QPCR) e PCR
quantitativo com transcricdo reversa (RT-gPCR). Todo o trato digestivo de R.
prolixus foi dissecado, separado em pools (n = 3 intestinos), que foram analisados
nos dias 5, 9, 15 e 29 apods a alimentagédo. Além disso, também foram dissecadas,
separadamente, diferentes por¢des do trato digestivo de R. prolixus infectado. O
intestino médio anterior (AM), intestino médio posterior (PM) e o intestino posterior
(R) também foram separados em pools (n = 3) e analisados em diferentes periodos
apos a alimentagao.

Para os ensaios em que buscamos avaliar diferengas nos padrdes de
infeccdo de R. prolixus por diferentes DTUs de T.cruzi, foram realizadas seis
alimentagdes independentes, sendo que cada alimentagéao foi realizada com sangue
contaminado experimentalmente com uma das seis DTUs descritas no item 3.1. A
concentragao final de epimastigotas, estimada por contagem de células em Camara
de Neubauer, foi de 108 parasitas/mL, para cada alimentagéo. Os R. prolixus foram
separados, entdo, em seis grupos diferentes, de acordo com a cepa de T. cruzi que
foram alimentados. Todo o trato digestivo de R. prolixus foi dissecado nos dias 7, 14,
21 e 28 apos a alimentagdo, o DNA foi extraido e a quantificagdo da carga
parasitaria foi feita através da qPCR.

Para validar nosso protocolo e excluir a possibilidade de contaminagdes, um
experimento controle foi realizado com um grupo de insetos n&o infectados, que foi

alimentado apenas com sangue desfibrinado de coelho.
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3.3 Preparagao de amostras de Agai com Guanidina-EDTA (GEA)

Amostras de polpa de acai, usadas para controle, foram fornecidas pelo

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ), Rio de
Janeiro, Brasil. Além disso, 45 amostras de polpa de agai coletadas aleatoriamente
em diferentes pontos de venda na cidade de Coari (AM) em junho de 2018 foram
utilizadas para a validagdo da metodologia molecular. As polpas de acai foram
adquiridas em uma regido compreendida entre 4°05'02,0"S 63°08’36,0"W ao Norte,
4°06’04.0"S 63°08’49.0"W ao Sul, 4°05’14.0"S 63°08’06.0"W ao Leste e 4°06’01.0"S
63" 09'02.0"W a Oeste da cidade. Antes da preparacao da polpa, as frutas de acai
foram esterelizadas nas lojas, através do processo de branqueamento, no qual os
acais ficam imersos em banho-maria a 80°C por 10 segundos, seguida pela imersao
em agua a temperatura ambiente por 2 minutos. A partir de entdo, o agai é
macerado e misturado com agua para o preparo das polpas. Todas as frutas foram
coletadas em palmeiras do municipio de Coari, com exceg¢ao de 1 amostra, que foi
coletada no municipio de Codaja, também no estado do Amazonas.
Aspectos éticos: O estudo foi aprovado pelos comités de ética da Universidade
Federal do Amazonas (CAAE: 97439918.5.1001.5020, Numero de aprovagao:
2.961.307). Consentimentos esclarecidos foram obtidos, por escrito, dos
proprietarios das lojas do mercado de rua.

As amostras de acai foram separadas em aliquotas de 5 mL e imediatamente
misturadas com um volume igual de uma solugao de lise contendo Hidrocloreto de
Guanidina 6N/EDTA 0,2N pH 8,0 (proporcao de 1:1). Estes lisados de acgai (GEA)
foram submetidos a uma centrifugagdo de 10.000g por 10 minutos, em temperatura
ambiente. Apds a centrifugagdo, os sobrenadantes de GEA foram recuperados e
armazenados a 4 °C até a extragdo do DNA (Finamore-Araujo et al., 2021) (Figura
3.1).
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Figura 3-1. Esquema de preparagao de amostras de A¢ai com Guanidina-EDTA
(GEA) para extracao de DNA, utilizando um controle interno exégeno, e
posterior analise por gPCR.

3.4 Cultivo de células VERO e obtencao de formas tripomastigotas de T. cruzi

A linhagem de células VERO (American Type Culture Collection, ATCC: CCL-
81) foi cultivada em garrafas de 75 cm3, contendo meio RPMI 1640 (Gibco BRL)
suplementado com HEPES, 5% de SFB termodesativado (Cultilab, Campinas/SP —
Brasi) e 1% de antibiotico (100 Ul/mL penicilina, 10 pg/mL estreptomicina - Gibco®).
A cultura foi mantida a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2. O repique das
células VERO foi feito apds a formacdo de monocamada, a cada 7 dias, através da
adicdo de Tripsina-EDTA (Tripsina 0,25% e EDTA 1mM - Gibco®) e agitagao leve
para o total desprendimento das células. Uma vez soltas da monocamada, a
suspensado de células VERO foi transferida para um tubo cbénico contendo meio
RPMI no mesmo volume de Tripsina-EDTA (proporgao 1:1) e centrifugada a 1000 xg
por 10 minutos. O sobrenadante, entdo, foi descartado e o pellet de células
ressuspenso em novo meio, contado em Camara de Neubauer e transferido para
uma nova garrafa de 75 cm3. A linhagem de células VERO foi submetida a detecgao
de contaminagao por micoplasma seguindo um protocolo previamente estabelecido
(Van Kuppeveld et al., 1992, 1994).

Para a obtengdo de formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c, DTU 1),
5 x 10° de células VERO foram semeadas em frascos de 150 cm? e armazenadas na
estufa durante a noite para adesdo. No dia seguinte, 10 epimastigotas da cepa
Dm28c, em fase estacionaria de crescimento, envelhecidos por 21 dias em meio LIT
(Liver Infusion Triptose) (Camargo, 1964) foram adicionados a garrafa com a

monocamada de células VERO e mantidos sob uma atmosfera de 5% de CO2 a
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37°C para permitir a interacdo parasita-célula. Apds 48 horas, as células foram
lavadas trés vezes com PBS 1X (pH 7,4), para retirar os epimastigotas
remanescentes no sobrenadante, e novo meio foi adicionado a cultura. Apés 7 dias,
foi possivel coletar os tripomastigotas do sobrenadante para prosseguir com os
ensaios subsequentes. Assim, o sobrenadante foi coletado e colocado em tubos
cbnicos estéreis de 50 mL, submetidos a centrifugagédo a 1000g por 10 minutos, para
eliminacao de células VERO nao aderidas ou de detritos indesejados. Em seguida, o
tubo foi deixado em repouso a 37°C durante 30 min, para a migragao das formas
tripomastigotas para o sobrenadante, enquanto as formas amastigotas
permaneceram no pellet. Apos este procedimento, o sobrenadante foi transferido
para um novo tubo de 50 mL e submetido a uma etapa de centrifugagéo a 4000g por
10 minutos para coleta dos tripomastigotas. O sobrenadante, entdo, foi descartado e
o pellet ressuspenso em 10 mL de meio DMEM, com alto teor de glicose. Os
tripomastigotas coletados foram contados em camara de Neubauer para posterior

infeccao de células da linhagem HOC2.

3.5 Cultivo e infeccao de células H9C2

Culturas da linhagem celular de cardiomioblasto de rato H9C2 (American
Type Culture Collection, ATCC: CRL-1446) foram obtidas do Banco de Células do
Rio de Janeiro (BCRJ, codigo: 0098) e cultivadas em garrafas de 175 cm? com meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose (DMEM High Glucose)
suplementado com 10% de SFB (Cultilab, Campinas/SP - Brasil) e 1% de antibidtico
(100 Ul/mL penicilina, 10 pg/mL estreptomicina) sob uma atmosfera de 5% de CO2 a
37°C.

Para a infecgdo, 5 x 103 células H9C2 foram semeadas em placas de 6 pogos
e deixadas durante a noite para adesdo. No dia seguinte, 5 x 10* formas
tripomastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c, DTU 1), obtidas a partir da infecgdo em
células VERO (descrito no item 3.4), foram adicionadas em cada pog¢o seguindo a
multiplicidade de infecgdo (MOI) de 10:1 parasitas/célula. As placas foram
armazenadas na estufa por 4 horas sob uma atmosfera de 5% de CO2 a 37°C para
permitir a interagdo parasita-célula. Apdés a interacdo, as células H9C2 foram
lavadas 3 vezes com PBS 1X, pH 7,4, para eliminar os parasitas nao aderidos. Para
0s ensaios, células HI9C2 infectadas e, também, amastigotas intracelulares/célula

foram contadas (100 células/campo) por microscopia optica. O indice endocitico foi
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calculado como o percentual de células infectadas x formas amastigotas/célula, e
imagens representativas foram adquiridas em um microscépio de luz acoplado a
uma camera digital DS-L3 (Nikon Corporation, Sendai, Japao). Além disso, as
células infectadas foram coletadas em diferentes dias, com os tampdes de lise dos
kits High Pure RNA Tissue Kit e High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Life Science, Mannheim, Alemanha), para posterior purificacdo de RNA e DNA.

A linhagem de células H9C2 também foi submetida a deteccdo de
micoplasma seguindo um protocolo previamente estabelecido (van Kuppeveld et al.,
1992; van Kuppeveld et al.,, 1994). Todos os reagentes foram adquiridos da

ThermoFisher Scientific, Brasil.

3.6 Ensaios de viabilidade de T. cruzi

Os parasitos foram colhidos por centrifugagdo e contados em camara de
Neubauer conforme descrito nos itens 3.1 (para formas epimastigotas) e 3.4 (para
formas tripomastigotas).

Para os ensaios de viabilidade, lisados de 5 x 10* parasitos/mL parasito foram
preparados através da imersao destas amostras em agua fervente por 20 minutos.
Apods o resfriamento, foram separadas, em tubos de 1,5mL, aliquotas de 300 pL de
amostras contendo lisados de epimastigotas. Os lisados foram coletados em
diferentes pontos de tempo pés fervura (0, 1, 2 e 3 dias apds a lise), com os
tampdes de lise dos kits High Pure RNA Tissue Kit e High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche Life Science, Mannheim, Alemanha), para posterior
purificacdo de RNA e DNA. Ja os lisados de formas tripomastigotas de T. cruzi foram
adicionados em cada pocgo da placa de 6 pocos contendo células H9C2 aderidas,
seguindo o0 mesmo protocolo de infecgdo que foi descrito no item 3.4.

O exame ao microscopio foi feito para avaliar a presenca de parasitas vivos,

através da deteccgao do batimento flagelar.

3.7 Tratamento com Benznidazol

O benznidazol foi obtido do Laboratério de Farmacotécnica Experimental
(Farmanguinhos/FIOCRUZ), sendo diluido, primeiramente, em DMSO na

concentracdo de 100 mM e homogeneizado. A partir dai, foi feita uma diluicdo
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intermediaria de 10mM em DMSO e uma dilui¢do subsequente com PBS 1X (pH 7,4)
até a concentracdao de 1 mM para uso nos experimentos. Apds a etapa de infecgao
experimental, descrita no item 3.5, um volume de 50 uL de benznidazol a 1TmM foi
adicionado nas placas de 6 pogos contendo uma monocamada de 5x10* células
H9C2 em 5mL de meio DMEM. As placas foram incubadas na estufa sob uma
atmosfera de 5% de CO2 a 37°C e as analises foram feitas nos dias 0, 1
(imediatamente apds o tratamento com Benznidazol), 2, 3, 4 e 5 apds a infecgao.
Em paralelo, foi feito um ensaio com um grupo controle, de células H9C2 infectadas
experimentalmente com T. cruzi, mas sem tratamento com Benznidazol. Os grupos
controle e tratado com 10 uM de Benznidazol foram coletados nesses diferentes
pontos de tempo apds infeccao e tratamento, com os tampdes de lise dos kits High
Pure RNA Tissue Kit e High Pure PCR Template Preparation Kit.

3.8 Extracao de DNA genémico

Os tratos digestivos dissecados de R. prolixus foram extraidos em colunas de
silica, utilizando o High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Life Science,
Mannheim, Alemanha). Cada pool, contendo o correspondente de 3 tratos digestivos
de triatomineos dissecados, foi transferido para um tubo de 1,5 mL contendo 20 uL
de proteinase K e 180 pL do tampdo de lise de tecido. As preparagdes foram
incubadas a 56°C por 120 minutos com agita¢des periodicas, e a purificagdo do DNA
total foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante. A eluigdo do DNA foi feita
com 100 uL do tampao de eluicdo do kit.

Testamos, também, trés diferentes protocolos para a extracdo de DNA de
triatomineo. Foram seguidos, de acordo com as recomendagdes dos fabricantes, os
protocolos para a purificagdo de DNA pelos kits NucleoSpin DNA Insect (Macherey-
Nagel, Diren, Alemanha) High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Life
Science), e QIAAMP DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Foram feitas
analises, em ftriplicata, de dois grupos distintos: com amostras contendo 1 trato
digestivo inteiro e com amostras correspondentes a um pool de 5 tratos digestivos
inteiros de ninfas de 5° estadio de R. prolixus nao infectadas dez dias apos
alimentacao. Para este ensaio, adicionamos imediatamente antes da extragcdo SuL
de IAC (Internal Amplification Control), um controle heterdlogo interno de
amplificagdo. O IAC (plasmideo p-ZErO contendo o gene de aquaporina de

Arabidopsis thaliana) foi um controle usado para avaliar a eficiéncia e
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reprodutibilidade dos kits de extracbes de acordo com a variagdo nos valores de Ct
entre as amostras.

O DNA gendmico de amostras de GEA também foi extraido com o High Pure
PCR Template Preparation Kit. Para monitoramento da eficiéncia da extracdo de
DNA e para analisar a auséncia de inibidores na PCR, foi adicionado, em 300 uL de
cada amostra de GEA, 2 uL de um controle exdégeno interno (EXO-IPC DNA)
imediatamente antes da extragdo. O EXO-IPC DNA, proveniente do kit comercial
TagMan Exogenous Internal Positive Control Reagents (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA), € uma molécula de DNA sintética que n&o apresenta homologia com
nenhuma outra sequéncia de DNA disponivel em bancos de dados publicos. Em
seguida, foi realizada a extragao de DNA, de acordo com as instrugdes do fabricante
com adaptagbes em algumas etapas. Durante a etapa de lise com proteinase K, as
amostras de GEA foram incubadas por 120 minutos a 56°C e o DNA foi eluido em
100 uL com o tampao de eluicdo do kit.

No caso das células H9C2, as monocamadas de células foram coletadas com
500 pyL de tampédo de lise de tecido, proveniente do High Pure PCR Template
Preparation Kit, apds extensa homogeneizacdo. Antes da extragdo também foi
adicionado um controle exdégeno interno (EXO-IPC DNA) em cada amostra. O DNA
genbmico foi extraido seguindo as instru¢gdes do fabricante. Na ultima etapa do
protocolo, o DNA foi eluido da coluna de silica em 100 yL do tampéao de eluigao.

Para cada rodada de extracdo de DNA, uma amostra nao infectada foi
incluida como controle negativo. Todas as amostras de DNA foram armazenadas a -
20°C e sua pureza e concentracdo foram estimadas usando um espectrofotdmetro
NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) a 260/280 e
260/320 nm.

Para evitar contaminagao, todas as etapas dos protocolos foram realizadas
em camara previamente irradiada com luz UV e todo o material utilizado nesta etapa

foi devidamente descontaminado.

3.9 Extracao de RNA e Transcrigao Reversa

RNA de pools com 3 tratos digestivos de R. prolixus dissecados foi extraido
em colunas de silica, utilizando o High Pure RNA Tissue Kit e seguindo o protocolo
informado pelo fabricante. A eluigdo do RNA foi feita com 30 pL do tamp&o de

eluicado do kit. Ja as monocamadas de células H9C2, cultivadas em placa de 6 pogos
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conforme descrito no item 3.5, foram rompidas por homogeneizagdo em 500 uL de
Tampao de Lise de Tecido do High Pure RNA Tissue Kit. Antes da extracdo de RNA,
foi adicionado, como controle exogeno interno, 2 pL (correspondente a 10°
transcritos de RNA de Luciferase Control RNA (Promega, Wisconsin, EUA). O RNA
total foi extraido usando o mesmo kit, de acordo com as recomendagdes do
fabricante e em uma eluicao final de 50uL. Para cada rodada de extracido de RNA,
uma amostra néo infectada foi incluida como controle negativo.

O RNA total purificado foi dosado pelo espectrofotometro NanoDrop 2000c
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) e armazenado a -80°C para
posterior sintese do DNA complementar (cDNA). Antes da transcricdo reversa, o
RNA foi pré-tratado para eliminar DNA de fitas simples e dupla, utilizando o kit
DNase-1, Amplification Grade (Sigma-Aldrich). Um micrograma de RNA tratado foi
convertido em cDNA com o SuperScript Il First-Str& Synthesis SuperMix (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), seguindo o protocolo e a programagéao
informada pelo fabricante para sintese de cDNA com primer randdmico. As reagdes
de transcricdo reversa foram realizadas no termociclador SimpliAmp Thermo Cycler
da Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA). O cDNA obtido foi estocado a -20°C
até o momento da sua utilizagao.

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

descontaminados.

3.10 Obtencao de Curvas Padrao

Os ensaios de quantificagdo da carga parasitaria foram realizados a partir de
quantificacdo absoluta baseada em curva padrdo. Portanto, todos os ensaios de
gPCR e RT-qPCR tiveram curvas padrao inseridas em cada placa e cada ponto da
curva foi ensaiado em duplicata.

Quantificagdo absoluta da carga parasitaria em R. prolixus infectados: Para
obtencdo das curvas padrao de parasitos foram feitas diluicdes seriadas de DNA e
cDNA de amostras reconstituidas do trato digestivo de triatomineo contaminadas
artificialmente com 107 epimastigotas de T. cruzi (Dm28c). As concentragdes
variaram de 107 até 0,1 equivalentes de parasito. Para a curva padrao de triatomineo

foram feitas diluicdes seriadas de DNA e cDNA correspondentes a um pool de 3
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tratos digestivos de triatomineos n&o infectados, com concentragdes variando de 3 a
0,003 equivalentes de triatomineo.

Quantificagdo absoluta da carga parasitaria em GEA: Antes da etapa de
centrifugagdo, que antecede a extragdo de DNA, amostras de GEA foram
contaminadas experimentalmente com T. cruzi (Dm28c) para a concentragéo de 108
epimastigotas/mL. As curvas foram geradas por diluicdo seriada do DNA na
proporcao 1:10, utilizando DNA de GEA como diluente. As concentragdes da curva
variaram de 108 a 0,1 equivalentes de T. cruzi/mL.

Quantificagao absoluta da carga parasitaria em células H9C2 infectadas: Para a
obtencdo de curvas padrao de tripomastigotas foram feitas diluigdes seriadas de
DNA e de cDNA de 107 tripomastigotas de T. cruzi (Dm28c), obtidos a partir da
infeccdo de células VERO. As concentragbes da diluigdo variaram de 107 a 0,1
equivalentes de parasita e como diluentes foram usados PBS 1X para o DNA e agua
DEPC para o cDNA.

Cada diluicao correspondeu a um ponto que compds a curva padrao para

quantificacdo absoluta da parasitemia das amostras utilizadas para este estudo.

3.11 Ensaios de PCR em Tempo Real (QPCR)

Para a deteccao e quantificacdo simultdnea de DNA de T. cruzi nas amostras
estudadas, foram realizados ensaios de quantificagao absoluta utilizando o sistema
TagMan (Life Technologies). Com este sistema, foram realizadas PCR em Tempo
real multiplex, capazes de detectar concomitantemente dois alvos em um mesmo
ensaio.

Para avaliar a infeccdo de T. cruzi em amostras de triatomineo foram
utilizados dois conjuntos de iniciadores e sondas (Tabela 3.1). Um conjunto
amplifica uma regido de 166 pares de base no DNA satélite de T. cruzi (Piron et al.,
2007). Concomitantemente, foi usado um segundo conjunto com alvo para a regiao

12S do gene do RNA ribosomal de triatomineos.
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Tabela 3.1. Conjunto de primers e sondas utilizado para os ensaios de qPCR
multiplex em triatomineos.

Alvo Psrgzr:/ Sequéncias A;S”n; 'on Referéncia
SatDNA Cruz! 1 ASTCGGCTGATCGTTTTCGA Piron et al
T cruzi Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA 165 pb 2007 '

' Cruzi3 FAM-CACACACTGGACACCAA-NFQ-MGB

P2b AAAGAATTTGGCGGTAATTTAGTCT Uehara et
163 pb al., 2012
12S rRNA P6R GCTGCACCTTGACCTGACATT
Triatomineo
Triat VIC-TCAGAGGAATCTGCCCTGTA-NFQ- Moreira et
MGB al. 2017

Ja nos ensaios comparando os trés kits de extracdo de DNA em insetos, as
amostras foram testadas por qPCR, em singleplex, utilizando sistema SYBR Green,
no qual os alvos foram avaliados separadamente. Um par de primers foi utilizado
para amplificar a regidao 12S do gene do RNA ribosomal de triatomineos e outro

tinha como alvo o controle heter6logo IAC (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Conjunto de primers utilizado para os ensaios de qPCR singleplex
em triatomineos

Primers/ a Tam. a

Alvo Sonda Sequéncias Amplicon Referéncia
IAC IAC Fw ACCGTCATGGAACAGCACGTA 100 ob Duffy et
IAC Rv CTCCCGCAACAAACCCTATAAAT P al., 2013

12S rRNA P2b AAAGAATTTGGCGGTAATTTAGTCT 163 ob Uehara et
Triatomineo P6R GCTGCACCTTGACCTGACATT P al. 2012

Para os ensaios com amostras de acgai e de células HOC2 experimentalmente
infectadas, além do conjunto de iniciadores e sondas para o alvo no DNA nuclear
satélite de T. cruzi, foi utilizado, também, um conjunto de primers e sonda TagMan
(VIC/TAMRA) pré-desenhados com alvo na sequéncia de DNA sintético EXO-IPC
(Tabela 3.3). Este conjunto de primers e sonda, bem como o EXO-IPC DNA, que é
adicionado na etapa de extracdo do DNA, s&o fornecidos pelo kit comercial TagMan
Exogenous Internal Positive Control Reagents (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) e foi adicionado ao ensaio em uma concentragdo de 0,5X. O EXO-IPC foi
utilizado para monitorar a reprodutibilidade e a eficiéncia da extracdo de DNA e a
auséncia de inibidores na PCR.
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Tabela 3.3. Conjunto de primers e sondas utilizado para os ensaios de qPCR
multiplex em amostras de GEA e de células H9C2 experimentalmente
infectadas.

Alvo Pélgzlfj,:/ Sequéncias Ar;rglin:: 'On Referéncia
Cruzi 1 ASTCGGCTGATCGTTTTCGA
SatDNA Cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA 165 pb Piron et al.
T. cruzi Cruzi FAM-CACACACTGGACACCAA-NFQ- 2007
ruzi 3
MGB

Applied
EXO-IPC Nao 5 . Nao Biosystems
(VIC/TAMRA) Disponivel Nao Disponivel Disponivel (Ca);. No.
4308323)

Todos os ensaios quantitativos foram realizados no equipamento Viia 7 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), albergado pela
plataforma PDTIS RPT-09A, com a seguinte programacao: atividade inicial da
enzima AmpErase (50°C, 1 min), desnaturacéo inicial/ativagcdo Taq Polimerase Hot
Start (95°C, 10 min), 45 ciclos de desnaturacdo (95°C, 15 seg) e
anelamento/extenséo (58°C, 1 min). As reagdes foram feitas em duplicata, usando 2
ML de DNA como molde em um volume total de 20 L.

Todas as etapas do protocolo foram realizadas em camara previamente
irradiada com luz UV e tomados todos os cuidados necessarios para se evitar

contaminacgdes na qPCR.

3.12 Ensaios de RT-PCR em Tempo Real (RT-qPCR)

Foram realizados ensaios de quantificagdo absoluta, em singleplex, de RNA
através de PCR em Tempo real com transcricdo reversa, utilizando o sistema SYBR
Green (Life Technologies). Para avaliar a infecgdo de T. cruzi em amostras de
triatomineo, utilizamos um conjunto de iniciadores com alvo no GAPDH de T. cruzi
(TcGAPDH), que é expresso de forma constitutiva em todos os estagios evolutivos
do parasito. E, como normalizador da quantificacdo por RT-gPCR foram utilizados os
iniciadores desenhados para o alvo 12S do gene do RNA ribosomal de triatomineos
(Tabela 3.4).
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Tabela 3.4. Conjunto de primers e sondas utilizado para os ensaios de
quantificacao de parasitos viaveis por RT-gPCR singleplex em triatomineos

Alvo Psrgzr:/ Sequéncias ArISIin; 'On Referéncia
. TcGAPDH Fw GTGCGGCTGCTGTCAACAT Silva-
T. cruzi 100 pb  Gomes et
GAPDH TcGAPDH Rv AAAGACATGCCCGTCAGCTT al. 2014
12S rRNA P2b AAAGAATTTGGCGGTAATTTAGTCT 163 ob Uehara et
Triatomineo P6R GCTGCACCTTGACCTGACATT P al. 2012

Para os ensaios infeccdo experimental de T. cruzi em células H9C2, além do
conjunto de iniciadores TcGAPDH, foi utilizado, também, um conjunto de primers
pré-desenhados com alvo na Luciferase (Tabela 3.5), usada como controle interno
exbdgeno. Estes primers, bem como os transcritos de RNA da Luciferase (9,84 X 10"
transcritos/pL), que sao adicionados na etapa de extragdo do RNA, sao fornecidos
pelo kit comercial Luciferase Control RNA (Promega, Wisconsin, EUA). Com a
mesma finalidade que o EXO-IPC, a Luciferase foi utilizada para monitorar a
reprodutibilidade e a eficiéncia da extracdo de RNA e a auséncia de inibidores na
RT-gPCR.

Tabela 3.5. Conjunto de primers e sondas utilizado para os ensaios de
quantificagao da viabilidade por RT-qPCR singleplex em H9C2
experimentalmente infectadas

Primers/ Tam.

Alvo Sonda Sequéncias Amplicon Referéncia

T. cruzi TcGAPDH Fw GTGCGGCTGCTGTCAACAT 100 ob Silva-Gomes
GAPDH  TcGAPDH Rv AAAGACATGCCCGTCAGCTT P et al. 2014
Luc Fw TACAACACCCCAACATCTTCGA Nzo Promega
Luciferase | ¢ Ry GGAAGTTCACCGGCGTCAT  Disponivel (8t No.

L4561)

Os ensaios quantitativos foram realizados no equipamento Viia 7 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), albergado pela plataforma
PDTIS RPT-09A, de acordo com a seguinte programagdo: desnaturacdo inicial
(95°C, 10 min), 45 ciclos de desnaturacédo (95°C, 15 seg) e anelamento/extensao
(62°C, 1 min para o alvo TcGAPDH e 58°C, 1 min para a Luciferase). Para monitorar
a especificidade dos iniciadores empregados, curvas de dissociagdo (curvas de
melting) foram realizadas apds cada experimento, resultando em uma curva de pico
unico. As reacodes foram feitas em duplicata, usando 2 yL de cDNA como molde em
um volume total de 20 uL. Além das amostras, cada placa de reacdo de 96 pocgos
incluiu a curva padrao, um controle negativo da reagdo (usando agua ultrapura como

template) e dois controles positivos (DNA de T. cruzia 10 fg/uL e a 1 fg/uL.
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Todas as etapas do protocolo foram realizadas em camara previamente
irradiada com luz UV e tomados todos os cuidados necessarios para se evitar

contaminacodes na PCR.

3.13 Ensaios de Inclusividade e Exclusividade

Para o desenvolvimento e padronizagdo da qPCR para amostras de GEA, alguns
parametros para validagcdo analitica foram incluidos, tais como: ensaio de
inclusividade (i), para a deteccdo especifica das cepas alvo, e ensaio de
exclusividade (ii), para avaliar a detecgdo de espécies relacionadas a espécie alvo,
na qual ndo se espera que sejam detectadas mas que podem gerar reagao cruzada,
(ISO 1640, 2016). (i) Estudo de inclusividade: para avaliar a capacidade da qPCR
em detectar o T. cruzi em amostras de GEA, o DNA gendémico de um painel
representativo de cepas/clones pertencentes as seis diferentes DTUs de T. cruzi foi
testado: Dm28c (Tcl); Y (Tcll); INPA 3663 (Tclll); INPA 4167 (TclV); LLO14 (TcV); CL
Brener (TcVI). As amostras foram testadas em duplicatas, com concentragdes
variando de 10 a 0,1 equivalentes de parasita/mL. (ii) Estudo de exclusividade:
para avaliar a auséncia de resposta desta qPCR frente a outras espécies de
tripanossomatideos, foram testadas diluicbes seriadas de DNA gendmico de:
Trypanosoma rangeli, Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia)
braziliensis, Herpetomonas muscarum e Chritidia fasciculata. As amostras foram
analisadas em duplicata, com concentragbes variando de 10* a 0,1 equivalentes de

parasita/mL.

3.14 Analises Estatisticas

Os experimentos foram realizados em trés replicatas biolégicas, no minimo.
Os dados de quantificagdo absoluta da carga parasitaria foram expressos como
meédias aritméticas + desvio padrao. Foram utilizados o teste-t de Student ou o teste
Mann—Whitney Rank Sum para analisar a significancia estatistica das diferengas
observadas entre dois grupos, de acordo com a distribuicdo paramétrica ou nao
paramétrica dos dados. Um valor de p (p-value) menor que 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo (p<0,05). Todas as analises foram conduzidas com o

programa Sigmaplot Windows versao 13.0 (Systat Software, Inc., California, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Padronizagao de um novo ensaio de qPCR para quantificagcao de T. cruzi
em amostras de polpa de agai

Primeiramente, nés desenvolvemos um ensaio diagndéstico molecular
baseado em qPCR, sistema muiltiplex, para a detecg¢ao e quantificacdo do DNA de T.
cruzi em polpa de acai. Para tanto, adaptamos e padronizamos um protocolo
simples de extracdo de DNA em acai com o kit High Pure PCR Template Preparation
Kit (ROCHE).

Amostras de agai foram submetidas a uma etapa de pré-lise seguida de uma
etapa de centrifugagcdo conforme descrito no item 3.3. Antes de separar o
sobrenadante para extracdo do DNA, as amostras de GEA foram artificialmente
contaminadas com diferentes concentragdes de T. cruzi (Dm28c), que variaram de
10 até 0,01 equivalentes de parasita/mL. Além disso, para monitorar a estabilidade
do DNA e avaliar a reprodutibilidade do processo de extracéo, foi adicionado, em
cada aliquota de GEA a ser utilizada para a extragdo de DNA, um controle interno
exdgeno (DNA EXO-IPC). Em seguida, por meio de ensaios de qPCR, foi avaliada a
amplificacdo do DNA EXO-IPC de amostras de GEA com baixas concentracdes de

T. cruzi (Figura 4.1).
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Figura 4-1. Curvas de amplificagao para os alvos DNA nuclear satélite de (A) T.
cruzi e (B) EXO-IPC DNA. A extracdo do DNA das amostras de GEA foi feita com o
kit comercial High Pure PCR Template Preparation (ROCHE).

Conforme demonstrado na Tabela 4.1, houve amplificagdo do T. cruzi, pelo
alvo SatDNA em todas as concentragdes testadas, com a qPCR atingindo uma
sensibilidade de 0,01 eq. par./mL (Ct de 36,82 = 1,3). Além disso, os valores de Ct
para o Exo-IPC variaram de 30,50 = 0,12 a 30,92 = 0,44, independentemente da

concentracao de T. cruzi nas amostras.
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Tabela 4.1. Ensaio de sensibilidade para amostras de GEA contaminadas
artificialmente com diferentes concentragées T. cruzi. Os ensaios foram
realizados com DNA gendmico obtido de amostras de GEA com concentragbes de
T. cruzi (Dm28c) variando de 10 a 102 equivalentes de parasitas/mL. Em todas as
amostras foi utilizado o controle positivo interno exdégeno (EXO-IPC). Resultados
apresentados como Ct média + DP.

Alvos Equivalentes de parasito/mL
10 1 0,75 0,5 0,25 0,1 0,01
SatDNA 27,32 30,22 30,52 31,34 32,14 35,47 36,82
+0,34 +044 10,31 +0,79 0,77 + 0,68 11,30
EXO IPC | 30,57 30,59 30,92 30,84 30,50 31,10 30,84
(2uL) +0,17 +0,24 10,44 10,16 +0,12 1+ 0,39 10,47

Em seguida ao ensaio de sensibilidade, foi determinada a linearidade da
reagao, para a quantificacdo da carga parasitaria em GEA. Uma curva padrao foi
ensaiada contendo diferentes concentracées de DNA de T. cruzi, que variaram de
108 a 10° equivalentes de parasito/mL. Nestas condigdes, foi possivel obter uma
elevada linearidade (R? = 0,99) e uma eficiéncia da reagcdo de 89,65% para a

amplificagdo do alvo satDNA (Figura 4.2).
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Equivalentes de parasito/mL

Alvo Parametros da equacao da reta [1] Eficiéncia de
R?[2] P
(B) Slope Intercept Amplificagéo (%)
T. cruzi
SatDNA -3,60 36,80 0,99 89,7

[l Coeficiente de linearidade de y = ax + b, onde a é o slope (inclinagdo da reta) e b é o intercept; A
regressao linear e a equacgdo da reta foram calculadas pelo software Sigmaplot V12.0 (SYSTAT
Software)

[21 Coeficiente de determinagéo das curvas padrao.

Figura 4-2. Extensdao Dinadmica para detecgao e quantificagdo de T. cruzi em
amostras de GEA por qPCR multiplex. (A) Amostras obtidas a partir de dilui¢des
seriadas de DNA extraido de epimastigotas de T. cruzi (Dm28c) em DNA de GEA,
na faixa de 10° a 10° equivalentes de parasito/mL. (B) Parametros da curva padr&o

para o alvo DNA nuclear satélite do T. cruzi
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Posteriormente, ensaios de inclusividade e exclusividade foram realizados.
Para o ensaio de inclusividade, foi analisada a amplificacdo do alvo SatDNA em
amostras de GEA contaminadas artificialmente com cepas ou clones de T. cruzi
pertencentes as seis DTUs, de Tcl a TcVI. A Tabela 4.2 mostra que o ensaio de
gPCR multiplex foi capaz de detectar todas as seis DTUs de T. cruzi, de 10* a 0,1
eq. par./mL, com valores de Ct variando de 20,37 + 1,25 (para TcV, em 10* eq.

par./mL) a 42,80 (para TcVI, em 0,1 eq. par./ mL).

Tabela 4.2. Ensaio de inclusividade para a detecg¢ao de diferentes DTUs de T.
cruzi em amostras de GEA pela qPCR multiplex. As concentracbes de DNA das
seis diferentes DTUs de T. cruzi variaram de 10* até 10! equivalentes de
parasito/mL. Resultados apresentados como Ct média £ DP

Equivalentes de parasito/mL
DTUs 10° 10° 10° 10 1 0,1

Tcl 24,60 29,67 32,25 34,32 37,50 40,99
(Dm28c) 1+ 0,61 + 2,03 +0,16 + 1,59 + 0,17 + 1,82
Tcll 20,39 24,35 28,44 30,50 35,57 37,28
(Y) + 0,02 1 0,02 + 0,09 + 0,51 + 0,80 1+ 0,44
Tclll 23,00 26,79 32,94 34,77 41,18 39,39
(3663) +1,29 +0,50 + 2,80 +1,30 +3,19 +£1,26
TelVv 22,57 27,45 31,71 34,42 38,00 39.58*

(4167) 1+ 0,40 + 0,30 1+ 0,26 + 0,36 +5,13 ’
TcV 20,37 24,14 28,27 30,51 34,71 36,74
(LLO14) +1,25 + 0,27 + 0,20 + 0,62 +1,22 + 2,00
TeVi 20,50 25,20 28,34 30,96 34,67 42 80*

(CL Brener) + 0,05 + 0,62 +0,73 +0,45 + 0,25 '

*Amostras que apresentaram amplificacdo em apenas uma das duplicatas, sem desvio padrao.

Em relacdo ao ensaio de exclusividade, amostras de GEA foram
contaminadas artificialmente com DNA de diferentes espécies da familia
Trypanosomatidae (Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (V.) braziliensis,
Crithidia sp., Herpetomonas sp. e Trypanosoma rangeli). A amplificagdo cruzada do
SatDNA pelo ensaio de qPCR multiplex foi, entédo, investigada para essas espécies.
Com o ensaio, observamos que os DNAs de Leishmania (L.) amazonensis, L (V.)
braziliensis, Crithidia sp. e Herpetomonas sp., nao apresentaram amplificacdo em
nenhuma das concentragdes testadas. No entanto, o DNA de T. rangeli apresentou
amplificagdo para o alvo DNA sat em todas as concentragdes testadas na qPCR, de
10* eq. par./mL a 0,1 eq. par./mL (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3. Ensaio de exclusividade para a detecgcao de diferentes espécies de
tripanossomatideos em amostras de GEA pela qPCR multiplex. As amostras de
DNA purificado de diferentes espécies de tripanossomatideos foram ensaiadas em
concentragdes que variaram de 10 até 10! equivalentes de parasito/mL. Resultados
apresentados como Ct média + DP.

Amostras Equivalentes de parasito/mL

104 103 102 10 1 0,1

L. amazonensis NA NA NA NA NA NA

L. brasiliensis NA NA NA NA NA NA

Crithidia sp. NA NA NA NA NA NA

Herpetomonas sp. NA NA NA NA NA NA
T ranaeli 2295 2783 3118 3295 33.94 38.91
-rang +058 +062 +030 +020 +0.64 +0.60

NA — Nao amplificou

A técnica padronizada de PCR em tempo real, sistema multiplex, para
amostras de GEA foi, entdo, validada com 45 amostras de polpa de acai coletadas
em diferentes pontos de venda da cidade de Coari (Estado do Amazonas, Brasil).
Antes de serem submetidas ao diagndstico molecular, as amostras de acai foram
analisadas por microscopia optica, no qual todas foram negativas para a presenca
de T. cruzi. No entanto, ao serem quantificadas para avaliagdo da carga parasitaria
do DNA de T. cruzi, 9 das 45 amostras de GEA (20%) foram positivas por qPCR,
com suas cargas variando de 0,002 a 19,05 eq. par./mL (Tabela 4.4). Além disso,
todas as amostras amplificaram para o controle interno exégeno, com Cts de 28,51 +

0,75 a 34,94 + 0,48 validando, desta forma, as amostras verdadeiro-negativas.

Tabela 4.4. Validagao do ensaio de quantificagdo da carga parasitaria, por
qPCR multiplex. 45 amostras de polpa de acai coletadas em diferentes pontos de
venda na cidade de Coari (Amazonas). As amostras positivas para qPCR estao
destacadas em verde. Os resultados foram indicados como Ct médio + DP e a carga
parasitaria mostrada como eq. par./mL.

Carga Parasitaria

Amostras Alvos CtxDP (Eq. Parasito/mL) Microscopia

1 SatDNA NA Negativo Negativo
Exo-IPC 33.17 £ 0.39

2 SatDNA 36,42 19,050 Negativo
Exo-IPC 33.23 £ 0.66

3 SatDNA NA Negativo Negativo
Exo-IPC 31.24 + 2.56

4 SatDNA NA Negativo Negativo
Exo-IPC 34.94 + 0.48

5 SatDNA NA Negativo Negativo
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28
29

Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
SatDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA

34.27 +0.12
NA
32.84 £ 0.06
NA
33.40 £ 0.47
NA
28.53 +0.42
34,64
29.88 +0.02
B 90
32.20 £0.42
NA
34.80 £ 0.94
NA
33.09 + 0.21
NA
33.99 £ 0.08
NA
32.54 £ 0.07
NA
32.82+0.12
NA
33.11 +0.08
NA
33.02 £0.28
NA
32.88 £ 0.37
NA
32.54 + 0.41
NA
32.72+0.15
NA
32.23 £0.73
NA
31.89 +0.25
41,99
31.61+0.25
NA
31.92 +0.27
NA
32.90 +0.19
NA
32.18 +0.16
NA
32.63 +0.16
37,49
32.62 +£0.90
NA
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Negativo
Negativo
Negativo
0,210
0,103
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
0,002
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
10,600

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo



30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC
satDNA
Exo-IPC

31.78 +0.16
37,91
33.42 + 0.21
NA
33.07 £0.05
NA
34.10 + 0.26
NA
33.39 £ 0.02
39,31 £ 1,90
32.94 +0.16
NA
31.54 + 0.86
NA
32.73 + 0.31
NA
29.41+£0.24
NA
29.20 +0.60
NA
29.63 £ 0.45
NA
28.51 +0.75
NA
29.23 £ 0.11
37,67
28.68 + 0.01
NA
30.20 +0.19
NA
29.87 £0.40
NA
34.08 £ 0.52

8,433
Negativo
Negativo
Negativo

0,014 £ 0,01
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

0,029
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

NA — Nao houve amplificagao

4.2 Comparacgao de Kits para Extracao de DNA em Insetos

Considerando que a obtencdo de DNA puro e quantificavel € uma etapa
importante para diagnéstico molecular e quantificacdo da carga parasitaria através
da gPCR, o préximo passo deste estudo consistiu em selecionar metodologias para
a extracdo de DNA em amostras de R. prolixus, seguindo os protocolos
recomendados por um kit de purificagdo de DNA em insetos (NucleoSpin DNA
Insect, Macherey-Nagel) e dois em tecidos (High Pure PCR Template Preparation
Kit, Roche e QIAAMP DNA Mini Kit, QIAGEN).

47



Para as analises de comparagdo de kits, foram ensaiados dois grupos de
ninfas de 5° estadio de R. prolixus dez dias apds alimentagdo. Em um grupo,
analisamos a eficiéncia dos trés kits de extragdo em amostras contendo um trato
digestivo inteiro dissecado. Para o outro grupo foram utilizadas amostras contendo
um pool de cinco tratos digestivos do inseto. No final do processo de extragdo de
DNA dos trés métodos, foi possivel observar que o eluato do grupo contendo DNA
de cinco pools de intestino apresentou uma coloragcdo escura em relacdo ao kit
Macherey-Nagel, e amarelada nos kits da ROCHE e da QIAGEN. Ja no eluato do
grupo contendo DNA de apenas um trato digestivo, duas, das trés amostras que

foram extraidas pelo kit QIAGEN, apresentaram um aspecto amarelado (Figura 4.3).

Macherey-Nagel: Roche: High Pure PCR = QIAGEN: QlAamp DNA Mini
NucleoSpin DNA Insect Template Preparation Kit Kit

g8, -
G- WESE
¥ w
g -
= z,./
Tempo de . : i
execucdo ~ 40 min ~ 150 min ~ 150 min

Poolde 5 _
tratos & ﬂ |
digestivos g
- LD L B \g v v | |

1 trato
digestivo

Figura 4-3. Comparacao de trés kits para extragao de DNA com colunas de
silica. Dados de trés rodadas de extragdo (n=3) de amostras contendo cinco
intestinos de triatomineo e de amostras com um intestino de triatomineo. Analises
feitas em triplicatas (n=3) com todo o tubo digestivo de ninfas de 5° estadio de R.
prolixus 10 dias apoés alimentagao.

Os valores de concentragao e pureza do DNA das amostras extraidas foram
obtidos a partir de analises no espectrofotometro NanoDrop ND2000 (Tabela 4.5).
Os trés métodos renderam quantidades suficientes e pureza de DNA para 0 uso em
PCR, para amostras contendo o trato digestivo inteiro. No caso dos pools, a
coloracdo amarronzada afetou a leitura do aparelho dando valores que poderiam

superestimar a concentragéo de DNA e inibir a PCR.
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Tabela 4.5. Média dos dados de quantidade e pureza obtidas pelo
espectrofotometro das amostras de DNA de 1 trato digestivo e de pool/ com 5
tratos digestivos de R. prolixus, extraidos com os kits Macherey-Nagel, Roche
e QIAGEN com os respectivos desvios padrao (DP).

. }
kits ~ de  Concentragao oo 560080 4DP  A260/230 +DP
intestinos (ng/pL)
Miacherey- 5 75 22,52 05 0.11 ] ]

Nagel 1 583 4,93 213 052 049 134
5 208 5 42,17 137 004 134 0,02

ROCHE
1 19.67 4,25 177 006 205 017
5 377 193,12 055 041 031 014

QIAGEN
1 20,5 24.89 121 027 013 013

Apos leitura no espectrofotdmetro, todas as amostras foram testadas por

gPCR, utilizando o sistema SYBR Green. Na Tabela 4.6 podemos observar uma

inibicdo na amplificagdo do DNA das amostras com 5 intestinos extraidas pelo kit

Macherey-Nagel, uma vez que ndo houve amplificagdo em nenhum dos dois alvos.

Ja as amostras extraidas pelo kit da ROCHE apresentaram os melhores valores de

Ct e desvio padrao, sendo que o IAC, que foi aplicado na mesma concentracido em

todas as amostras, apresentou menos variagdes de Ct entre elas (Tabela 4.6;

Figura 4.4).

Tabela 4.6. Média dos Cts (com desvios padrao) obtidos por qPCR de amostras
contendo um pool com 5 tratos digestivos e contendo 1 trato digestivo
extraidos com os trés diferentes kits Macherey-Nagel, Roche e QIAGEN.

Pool 5 Intestinos 1 Intestino
Amostras
CtIAC +DP CtlInseto +DP CtIAC +DP Ctlnseto +DP
Macherey-
Nagel NA* - NA* - 14,58 1,31 11,14 0,52
ROCHE 20,87 1,03 16,76 1,08 21,42 1,09 18,32 1,45
QIAGEN 24,64 3,07 22,70 2,87 26,84 2,21 27,37 1,62

*NA — Nao houve Amplificacdo
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Figura 4-4. Curvas de amplificagao e dissociagcao para os alvos IAC e 12S do
triatomineo no ensaio de qPCR. Amostras de DNA de triatomineo nao infectado
extraidas com diferentes kits: (A) Macherey-Nagel, (B) Roche e (C) QIAGEN.

Com o objetivo de analisar a linearidade da detecgdo de DNA de T. cruzi, em
amostras de triatomineo, foram ensaiadas trés curvas padrao independentes para
cada kit (Figura 4.5). Através da analise de regressao linear, foi possivel obter uma
linearidade elevada para as curvas extraidas pelos trés kits, sendo que ROCHE e
QIAGEN tiveram um R? = 0,99 e Macherey-Nagel, que também apresentou um slope
(inclinagéo da curva) menor em relagéo aos kits Roche e QIAGEN, teve um R? =
0,92. Além disso, a curva extraida pelo kit da ROCHE apresentou a melhor eficiéncia

de PCR em relagéo as outras duas (Tabela 4.7).
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Figura 4-5. Extensao Dindmica para detec¢ao e quantificagao de T. cruzi em R.
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Tabela 4.7. Parametros da curva padrao para o alvo DNA nuclear satélite do T.
cruzi

Kits de =~ Parametros da equagéo da reta [1] 5 Eficiéncia de
~ R [2] e~
Extragao Slope Intercept Amplificagéo (%)
Macherey- -1,95 30,11 0,92 226,7
Nagel
ROCHE -3,26 29,53 0,99 104,7
QIAGEN -2,53 28,19 0,98 128,3

[l Coeficiente de linearidade de y = ax + b, onde a é o slope (inclinagdo da reta) e b é o intercept; " A
regressao linear e a equagao da reta foram calculadas pelo software Sigmaplot V12.0,
[21 Coeficiente de determinagéo das curvas padrao.

Para este estudo, escolhemos seguir com o protocolo do kit da ROCHE,
devido aos resultados obtidos nos dois grupos de amostras de intestino de
triatomineos, proporcionando o isolamento de DNA em quantidade e qualidade
adequadas para a deteccdo e quantificagcdo por qPCR, além de apresentar melhor

reprodutibilidade, avaliada através da amplificagao do IAC.

4.3 Avaliacao da infec¢ao de R. prolixus por diferentes DTUs de T. cruzi

Uma vez escolhido o melhor kit para extracdo do DNA em amostras de
intestino de triatomineo, analisamos os padrdes de infec¢cao que as diferentes DTUs
de T. cruzi poderiam causar em R. prolixus especificamente, que foi o vetor
escolhido como modelo para este estudo. A analise foi feita através da quantificagao
da carga parasitaria, por qPCR, nos dias 7, 14, 21 e 28 apés alimentacédo de seis
grupos de R. prolixus. Cada grupo consistia em 15 ninfas de 5° estadio, que foram
alimentadas com diferentes subpopulacdes de T. cruzi classificadas entre as DTUs |
a VI (Figura 4.6).

A carga parasitaria da DTU I, representada pela cepa Dm28c, ndo apresenta
diferencas significativas entre 7 (2,52x10° eq. parasito/triatomineo) e 14 (1,81x10°
eq. parasito/triatomineo) dias apds alimentagdo. Apds a segunda semana pos
alimentagao, entretanto, observamos uma diminuigdo gradativa na quantidade de
parasitos, sendo observada uma carga de 1,10x10? eq.par/triat no Gltimo ponto da
curva de alimentacdo. A DTU Il, representada pela cepa Y, apresenta uma tendéncia
de reducdo constante na quantidade de parasitos ao decorrer dos dias, sendo a
diferenga das cargas parasitarias entre os dias apds alimentagao estatisticamente

significativa (1,78x10% eq. parasito/triatomineo., 8,52x10°® eq. parasito/triatomineo,
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9,15x10% eq. parasito/triatomineo e média de 46,68 eq. parasito/triatomineo,
respectivamente). As DTUs lll e IV, representadas pelas cepas 3663 e 4167
respectivamente, apresentaram semelhantes padrbdes de infecgdo no trato digestivo
de R. prolixus, com uma carga parasitaria constante ao decorrer dos dias pos-
alimentagcdo e um pequeno aumento na quantidade de parasitos no ultimo ponto.
Apesar dos padrdes semelhantes, a infecgdo pela DTU Illl mostrou uma carga
parasitaria menor (5,72x10* eq. parasito/triatomineo; 4,22 x 10° eq.
parasito/triatomineo; 9,73x10° eq. parasito/triatomineo; e 5,22x105 eq.
parasito/triatomineo) em comparagdo a carga parasitaria observada pela DTU IV
(4,72x10% eq. parasito/triatomineo; 8,38x10* eq. parasito/triatomineo; 1,55x10° eq.
parasito/triatomineo; e 5,33x10° eq. parasito/triatomineo). A DTU V, representada
pela cepa LLO14, apresentou o maior indice de infeccdo em R. prolixus, quando
comparada com as cepas das demais DTUs. Do dia 7 (1,53x10° eq.
parasito/triatomineo) para o dia 14 (1,17x108 eq. parasito/triatomineo) observamos
um aumento da carga parasitaria seguido por uma tendéncia de queda nos dois
ultimos pontos do experimento (3,09x10° eq. parasito/triatomineo; e 4,98x10* eq.
parasito/triatomineo). Por fim, a DTU VI, representada pela cepa CL Brener, teve
uma redugcdo na quantidade de parasitos ao longo dos dias pds alimentagao
(8,02x10% eq. parasito/triatomineo no dia 7, 1,31x10* eq. parasito/triatomineo no dia
14, e 1,54x10% eq. parasito/triatomineo no dia 21), com um aumento da carga
parasitaria no dia 28 (média de 9,15x10* eq. parasito/triatomineo) apés alimentagao.
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Figura 4-6. Comparacao das cargas parasitarias em amostras de R. prolixus
infectados experimentalmente com diferentes DTUs de T. cruzi DTU |, Dm28c;
DTU I, Y; DTU Ill, 3663; DTU IV, 4167; DTU V, LL014; DTU VI, CL Brener. Dados,
em duplicata, de uma rodada de alimentagdo de R. prolixus com sangue de coelho
contendo seis diferentes DTUs do parasito. Analise feita com um tubo digestivo
inteiro de R. prolixus 7, 14, 21 e 28 dias apo6s alimentacdo. Grafico apresentado em
escala logaritmica (Log10). *p<0,05; **p<0,001.

4.4 Padronizagcao da RT-qPCR para a quantificacdao absoluta de T. cruzi

viaveis

Buscando avaliar o potencial do RNA do parasito como um marcador
molecular para quantificar parasitos viaveis no hospedeiro invertebrado, uma qPCR
com transcrigao reversa (RT-gPCR) foi padronizada com alvo no GAPDH do T.cruzi
(TcGAPDH) e outro para a regiao 12s do rRNA do triatomineo. Esta reacédo se
mostrou especifica para ambos os alvos, uma vez que que ndo houve amplificacéo
para o TcGAPDH em amostras de insetos nao infectados (Figura 4.7A) e, da
mesma forma, ndo houve amplificacdo para o alvo do triatomineo em amostras
contendo apenas o cDNA de T. cruzi (Figura 4.7C). Além disso, as curvas de
dissociagao, representadas nos subitens B e D da Figura 4.7, apresentaram um
perfil com um pico unico, afilado e sem formacdo de dimeros para ambos os

conjuntos de primers.
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Figura 4-7. Curvas de amplificagcdo e de dissociagdo da RT-qPCR, sistema
SYBR Green. Os ensaios foram realizados com cDNA de R. prolixus infectados com
T. cruzi (Dm28c). (A) Curvas de amplificacédo e (B) de dissociacdo para o alvo
TcGAPDH. As setas indicam o controle negative (NTC) e amostras de R. prolixus
nao infetctado. (C) Curvas de amplificacdo e (D) de dissociagcéo para o alvo para a
regiao 12s do rRNA de triatomineo. As setas indicam o NTC e amostras contendo
104 T. cruzi/mL.

Em relacdo a linearidade da RT-gPCR, foram ensaiados cDNA de amostras
contendo diferentes concentragbes de T. cruzi, que variaram de 107 a 10?2
equivalentes de parasito. Seguindo as concentragdes dos primers TcGAPDH, que
foram previamente definidas por Silva-Gomes et al (2014), foi possivel obter uma
linearidade elevada (R? = 0,99) e uma curva padrio com eficiéncia de 100,3% para a
quantificacdo de parasitos viaveis em amostras de triatomineos (Figura 4.8A). Ja
para avaliar a linearidade da reacdo para o alvo do triatomineo, testamos os cDNA
correspondentes a diferentes quantidades do intestino de R. prolixus nao infectados,
que variaram de 3 até 0,003 equivalentes de triatomineo. Sendo assim, foi possivel
obter uma linearidade elevada (R? = 0,98) para a quantificagdo de amostras de

triatomineos, com uma eficiéncia de 102,8% (Figura 4.8B, Tabela 4.8).
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Figura 4-8. Extensao Dindmica para detec¢ao e quantificagao de T. cruzi viavel
em R. prolixus, por RT-qPCR singleplex. Para a construgdo da curva padrao de
cada alvo foram feitas diluicbes seriadas de cDNA de (A) epimastigotas de T. cruzi,
com uma linearidade variando de 10® até 10 equivalentes de parasitos; e (B) de
triatomineo com uma linearidade variando de 3 até 0,003 equivalentes de
triatomineo.

Tabela 4.8. Parametros das curvas padrao para os alvos T. cruzi e triatomineo.

Alvos Parametros da equagéo da reta [1] R [2] Efic_:i_énci? deo
Slope Intercept Amplificagao (%)
A. TcGAPDH  -3,32 39,71 0,92 100,3
B. 12S rRNA -3,26 13,23 0,98 102,8
Triatomineo

[l Coeficiente de linearidade de y = ax + b, onde a é o slope (inclinagdo da reta) e b é o intercept; A
regressao linear e a equagao da reta foram calculadas pelo software Sigmaplot V12.0
[21 Coeficiente de determinagéo das curvas padrao.

Foram ensaiadas, também, duas curvas padrdo independentes para a
quantificacdo absoluta do DNA de T. cruzi e do DNA de intestino de triatomineo
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seguindo as concentragdes de sondas e iniciadores definidas para a qPCR multiplex
descrita por Moreira et al, 2017. Através de analise de regressao linear, foi possivel
obter uma linearidade elevada para ambas as curvas (R? = 0,99 e R? = 0,98 para
parasito e para triatomineo, respectivamente) e eficiéncias de 102,6% e 98,4% para
a quantificagdo do parasito e do triatomineo (Figura 4.9, Tabela 4.9). Sendo que as
concentragbes de DNA de T. cruzi variaram de 10% a 10! equivalentes de parasito
(Figura 4A) e de triatomineo foram de 3 até 0,0032 equivalentes de triatomineo
(Figura 4B).
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Figura 4-9. Extensao Dindmica para detec¢ao e quantificagado de T. cruzi em R.
prolixus, por qPCR multiplex. Para a constru¢cdo da curva padrao de cada alvo
foram feitas diluigbes seriadas de DNA de (A) epimastigotas de T. cruzi, com uma
linearidade variando de 10° até 10" equivalentes de parasitos; e (B) de triatomineo
com uma linearidade variando de 3 até 0,003 equivalentes de triatomineo.
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Tabela 4.9. Parametros das curvas padrao para os alvos satDNA de T. cruzi e
12S rRNA triatomineo.

Parametros da equacéao da reta [1] Eficiéncia de
Al R?[2 e
vos Slope Intercept [2] Amplificagéo (%)
A. SatDNA -3,26 30,39 0,92 100,3
B. 12S rRNA -3,36 2,23 0,98 102,8
Triatomineo

[l Coeficiente de linearidade de y = ax + b, onde a é o slope (inclinagdo da reta) e b é o intercept; A
regresséo linear e a equagao da reta foram calculadas pelo software Sigmaplot V12.0
[2 Coeficiente de determinagéo das curvas padrao.

Vale ressaltar que as curvas padrdo foram incluidas em todos os ensaios
quantitativos de DNA e cDNA, para calcular as fragdes de parasito obtidas a partir

do lisado.

4.5 Monitoramento da infeccao experimental de T. cruzi em R. prolixus apés

alimentacao

Definidos os parédmetros para quantificagdo da carga parasitaria, tanto por
DNA quanto por RNA, foram avaliadas entdo, as cinéticas de infec¢ao do T. cruzi em
R. prolixus. Para determinar a quantidade de parasitos nas amostras de triatomineos
e para comparar as duas técnicas de quantificacdo, todo o trato digestivo destes
insetos foi dissecado e analisado nos dias 5, 9, 15 e 29 apés a alimentagéo. A carga
parasitaria do T. cruzi foi normalizada pela quantidade de DNA ou RNA do tubo
digestivo de triatomineo presente em cada amostra.

Ao compararmos os resultados de quantificacdo obtidos pelas duas técnicas
moleculares, foi possivel observar, na figura 4.10, uma diminui¢do na quantidade de
parasitos ao longo dos dias apds alimentagdo em ambos os casos. Todavia, a
quantificacdo por mRNA, em verde, apresentou uma queda mais acentuada do
parasito a partir do 9° dia apdés a alimentagdo (1,22x10° equivalentes de
parasito/triatomineo) enquanto o DNA, em azul, ndo apresentou uma alteragao
significativa do dia 9 (1,27x10° eq. parasito/triatomineo) para o dia 15 (5,31x10* eq.
parasito/triatomineo) apds alimentagao. Além disso, os valores da quantificagéo por
deteccdo do RNA nos dias 15 e 29 (1,43x10* eq. parasito/triatomineo e 1,90x10* eq.
parasito/triatomineo, respectivamente) sdo menores que os valores observados na
quantificagéo por detecgdo de DNA (5,31x10* eq. parasito/triatomineo e 2,13x10* eq.

parasito/triatomineo, respectivamente).
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Figura 4-10. Comparacao entre quantificagdo da carga parasitaria por DNA e
por RNA em amostras de triatomineos infectados experimentalmente com T.
cruzi. Dados de trés alimentagcbes com sangue de coelho contendo as formas
epimastigotas do parasito (n = 3). Analise feita com um pool de 3 tubos digestivos
inteiros de R. prolixus 5, 9, 15 e 29 dias ap6s alimentagao. *p<0,05

4.6 Analise da infecgao de T. cruzi em diferentes porgoées do trato digestivo

de R. prolixus

Apds analise do desenvolvimento do T. cruzi em todo o trato digestivo do R.
prolixus, foi feita entdo uma avaliacdo da dindmica de infeccdo do parasito em
diferentes segmentos do trato digestivo deste triatomineo. Para tanto, um pool de 3
tubos digestivos de R. prolixus foi dissecado e separado em trés por¢des distintas,
Intestino Médio Anterior, Intestino Médio Posterior e Reto, que foram analisadas nos
dias 5, 9, 15 e 29 apds a alimentacdo. A quantificagdo da carga parasitaria foi feita
através da deteccao do mRNA e foi normalizada pela quantidade de cDNA de
triatomineo presente em cada amostra.

Os resultados da quantificacgo do mMRNA revelaram que o T. cruzi
permanece, sem apresentar alteragdes significativas na sua quantidade, na porgao
posterior média do intestino desde o dia 5 (5,26x103 eq. parasito/triatomineo) até o
dia 29 (3,92 x10% eq. parasito/triatomineo) apds alimentagdo. Em relagdo ao
segmento do intestino médio anterior, ha um aumento da carga parasitaria do dia 5
(1,03x10* eq. parasito/triatomineo) para o dia 9 (2,06x10* eq. parasito/triatomineo),

seguido de uma tendéncia de reducado na quantidade de parasitos a partir do dia 15
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(1,45x10% eq. parasito/triatomineo). No entanto, essa redugdo na quantidade de
parasitos no intestino médio anterior so se torna significativa no dia 29 (1,28x103 eq.
parasito/triatomineo). Ja na por¢cdo do Reto, um aumento estatisticamente
significativo da carga parasitaria é observado gradativamente do dia 5 (5,64x10° eq.
parasito/triatomineo) para o dia 29 (1,83x10° eq. parasito/triatomineo) apos
alimentacao (Figura 4.11). Concomitantemente ao aumento do numero de parasitos
no Reto ao longo dos dias, a populagcdo do Intestino Médio Anterior diminuiu

significativamente do 5° ao 29° dia pos alimentagéao.
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Figura 4-11. Quantificacao da carga parasitaria, por RT-gqpCR, em diferentes
porcoes do trato digestivo de R. prolixus infectados experimentalmente com T.
cruzi. Dados de trés alimentagbes com sangue de coelho contendo formas
epimastigotas do parasito (n = 3). Analise feita com um pool de 3 intestinos médio
anterior, um pool de 3 intestinos médio posterior e um pool de 3 retos de R. prolixus.
*p<0,05; **p<0.01

4.7 Comparagao nas quantificacoes de parasitos totais, por qPCR, e de

parasitos viaveis, por RTqPCR

Uma vez que o RNA foi escolhido como um potencial marcador molecular
para avaliar a viabilidade do T. cruzi, nés analisamos e comparamos o tempo em
que, tanto o DNA quanto o RNA de epimastigotas de T. cruzi (Dm28c), podem ser

detectados em meio LIT. Um grupo controle, contendo parasitos vivos, e um grupo
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contendo parasitos lisados por fervura foram separados para a analise da
durabilidade do DNA e do RNA ao longo do tempo.

Em relacdo a quantificagdo por qPCR (Figura 4.12A), observamos que
enquanto o grupo controle apresenta um aumento gradual ao longo dos dias de
incubacgao (1,57x10* eq. parasito/mL no dia 0; 2,35x10* eq. parasito/mL no dia 1;
3,04x10* eq. parasito/mL no dia 2; e 4,16x10* eq. parasito/mL no dia 3), o grupo de
parasitos lisados permanece com a detecgao de DNA estavel no mesmo periodo de
tempo (2,02x10* eq. parasito/mL; 2,00x10* eq. parasito/mL; 1,73x10* eq.
parasito/mL; e 2,08x10* eq. parasito/mL). Ao mesmo tempo, a carga parasitaria
avaliada por RT-gPCR (Figura 4.12B) nao demonstrou deteccdo de mRNA para o
grupo lisado ao longo dos dias de incubagao, enquanto o grupo controle mostrou um
aumento do parasito durante o mesmo periodo de dias (1,56x10* eq. parasito/mL no
dia 0; .2,25x10* eq. parasito/mL no dia 1; 5,64x10* eq. parasito/mL no dia 2; e
4,77x10* eq. parasito/mL no dia 3). Além disso, a sobrevivéncia e viabilidade dos
parasitos dos dois grupos também foi avaliada, até dez dias de incubagao, através
da contagem de parasito por camara de Neubauer (Figura 4.12C) e comparada com
a quantificacdo por qPCR e RT-gPCR. Os resultados da RT-qPCR concordaram
com 0 exame microscopico, em que ambos foram negativos, em todos os dias de
incubacgao, para o grupo lisado, diferentemente do que foi observado pela gPCR,

onde foi possivel detectar o DNA em todos os dias de incubagao.
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Figura 4-12. Comparagao entre a deteccao por DNA e por RNA de T. cruzi
viaveis e nao viaveis. Quantificacédo de parasitos vivos e lisados (A) por DNA; (B)
por RNA (C) e através da contagem por microscopia, através da Céamara de
Neubauer. Dados de trés analises (triplicata). *p<0,05
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4.8 Quantificagcao, por DNA e RNA, de T. cruzi viaveis e ndo viaveis em

células H9C2 experimentalmente infectadas

Em seguida, analisamos a cinética da carga de parasitos viaveis (Grupo
Controle) no interior de células H9C2 em diferentes pontos de tempo (dias 0, 1, 2, 3
e 4 apos infecgdo) tanto por qPCR, quanto por RT-gPCR. Além disso, fizemos a
quantificacdo, também, de H9C2 expostas experimentalmente a parasitos nao
viaveis (Grupo Parasito Lisado) para compararmos o tempo em que o DNA e o RNA
eram detectados nessas amostras.

Como descrito no item 3.5 da metodologia, as células HI9C2 foram
infectadas com tripomastigotas da cepa Dm28c, em um MOI de 10: 1 por 4 horas
para permitir a interagao parasita-célula, lavadas, e a taxa de infec¢ao destas células
foi analisada em 24 e 48 horas pods-infecgdo. A porcentagem de células infectadas
apresentou aumento significativo poés-infecgao (23,35 = 5,34 e 39,27 + 6,26,
respectivamente) na utilizagdo do MOI de 10: 1 (Figura 4.13A). Ao contar o numero
de formas intracelulares de T. cruzi nas células infectadas, foi possivel observar um
aumento no numero de amastigotas por célula ao longo dos dias analisados (Figura
4.13B). Ja o indice endocitico (Figura 4.13C) mostrou valores aumentados usando
um MOI de 10: 1 no dia 1 (35,91 £ 11,21) e no dia 2 (14,78 + 5,05).
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Figura 4-13. Padronizagao da infeccao de células H9C2 utilizando MOI 10:1 de
formas tripomastigotas de T. cruzi (Dm28c). (A) Porcentagem de
cardiomioblastos infectados; (B) Taxa de formas intracelulares/cardiomioblastos; (C)
indice Endocitico.

Na quantificacéo por qPCR (Figura 4.14A), ha uma tendéncia de aumento na
quantidade de parasitos do grupo controle (3,45x10* eq. par./mL no dia 0; e 2,28x10*
eq. par./mL no dia 1; 1,47x10° eq. par./mL no dia 2; 2,42x10° eq. par./mL no dia 3),

com a carga parasitaria alcangando 3,23x10° eq. parasito/mL no dia 4 apds infecgao.
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Em contrapartida, foi observada uma carga parasitaria menor e cuja deteccao
permaneceu estavel ao longo do mesmo periodo (1,73x10* eq. parasito/mL no dia 0;
5,97x10* eq. parasito/mL no dia 1; 3,13x10* eq. parasito/mL no dia 2; 2,58x10* eq.
parasito/mL no dia 3; e 1,98x10* eq. parasito/mL no dia 4 apds exposi¢do ao
parasito) no grupo de parasitos lisados. Devido ao aumento gradual da quantidade
de parasitos do grupo controle, foi possivel observar diferencas estatisticas nas
cargas parasitarias entre os grupos controle e lisado ap6s os dias 2, 3 e 4.

Avaliando a carga parasitaria do grupo lisado por RT-qPCR (Figura 4.14B),
foi possivel detectar 2,05x102 eq. par./mL de mRNA de T. cruzi no dia 0 apds
exposi¢ao, diminuindo para 5,33 eq. par./mL no dia 1, e ndo sendo mais detectado
MRNA de T. cruzi nos proximos pontos deste grupo. Ja o grupo controle, tal qual foi
observado por gPCR, demonstrou um aumento na quantidade de parasitos durante
0 mesmo periodo de dias apos infecgdo (3,14x10* eq. parasito/mL no dia 0; 2,25x10*
eq. parasito/mL no dia 1; 1,43x10% eq. parasito/mL no dia 2; 1,78x10° eq.
parasito/mL no dia 3; e 3,22x10°% eq. par./mL). Por conta da baixa quantidade de
parasitos detectada no grupo de parasitos lisados nos primeiros dias, cuja detec¢ao
de mRNA ndo é mais observada a partir do dia 2 apds exposicdo, e comparando
com o aumento gradual observado no grupo controle, foram observadas diferengas
estatisticas nas cargas parasitarias em todos os pontos analisados.

Finalmente, ao compararmos a quantificagdo por DNA e por RNA do grupo de
parasito lisado, também observamos diferengas estatisticas em todos os pontos, ja
que o DNA do T. cruzi continua sendo detectado ao longo dos dias, enquanto o RNA

€ rapidamente degradado apés a lise do parasito (Figura 4.14C).
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Figura 4-14. Quantificagao da Carga Parasitaria, por DNA e por RNA, nos dias
0, 1, 2, 3, 4 apo6s infecgao de células HIC2 infectadas experimentalmente com
parasitos vivos e lisados. Quantificagdo de T. cruzi viaveis e nao viaveis (A) por
gPCR e (B) por RT-qPCR. (C) Comparagao entre a quantificagdo por DNA e por
RNA de parasitos lisados em amostras de H9C2. Dados de trés analises (triplicata).
*p<0,05; **p=<0,01
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4.9 Avaliagcao, através da qPCR e da RT-qPCR, do efeito do tratamento com

Benznidazol em uma infec¢ao experimental in vitro

Por fim, para comparar diferengas na quantificacdo da carga parasitaria
através da deteccdo do DNA e do RNA em células sob tratamento etioldgico,
cardiomioblastos HOC2 foram infectados experimentalmente com T. cruzi (Dm28c) e
submetidos a tratamento com Benznidazol (10 pyM) 24 horas depois. Através de
ensaios de qPCR e RT-gPCR, a carga parasitaria do grupo tratado com Bz foi,
entdo, avaliada nos dias 2, 3, 4 e 5 apds infeccdo. Fazendo uma analise em paralelo
com o grupo controle (ndo tratado), a Figura 4.15 nos mostra que, no geral, o
benznidazol foi capaz de diminuir a carga parasitaria nas células experimentalmente
infectadas.

Pela qPCR (Figura 4.15A) foi possivel observar que o grupo controle (ndo
tratado) apresentou um aumento gradual na quantidade de parasitos (5x10* eq.
par./mL no dia 0; 3,65x10* eq. par./mL no dia 2; 1,39x10° eq. par./mL no dia 3;
2,25x10°% eq. par./mL no dia 4; e 7,03x10°% eq. par./mL no dia 5) enquanto o grupo
tratado com Bz teve uma carga parasitaria significativamente menor, especialmente
nos pontos 3, 4 e 5 dpi, e com uma tendéncia a diminuigdo na detec¢cdo de DNA ao
longo dos dias (7,99x10* eq. par./mL no dia 2; 3,93x10* eq. par./mL no dia 3;
2,49x10* eq. par./mL no dia 4; e 2,11x10* eq. par./mL no dia 5 apds infecgdo). Em
contrapartida com os resultados da RT-qPCR no grupo tratado com Bz, a Figura
4.15B mostra que, embora a deteccdo do mRNA do T. cruzi no grupo controle
acompanhe esta queda inicial na quantidade de tripomastigotas (de 5x10* eq.
par./mL no dia 0 para 3,18x103 eq. par./mL no dia 2), ela é seguida de um aumento
gradual nos dias subsequentes (3,59x10° eq. par./mL no dia 3; 1,80x10* eq. par./mL
no dia 4; e 2,54x10* eq. par./mL no dia 5). Quanto ao grupo tratado, ha uma redugéo
na quantidade de parasitos (5x10* eq. par./mL no dia 0; 1,68x10? eq. par./mL no dia
2; e 3,91x10" eq. par./mL), at¢ o mRNA do T. cruzi ndo ser mais detectado nos
pontos 4 e 5 dpi. A Figura 4.15C mostra diferengas nas quantificagées por DNA e
por mMRNA do grupo tratado com Bz, e ja no dia 2 pds infecgdo ha diferenca
estatistica entre as metodologias, pois enquanto a deteccdo do DNA ocorre em

todos os dias, o RNA é rapidamente degradado.
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Figura 4-15. Quantificagao da Carga Parasitaria, por DNA e por RNA, nos dias
2, 3, 4 e 5 apos infecgao de células H9C2 infectadas experimentalmente com
parasitos vivos e tratadas com 10uM de Benznidazol. Quantificacdo dos grupos
controle e sob tratamento com Bz, (A) por qPCR e (B) por RT-gPCR. (C)
Comparacao entre a quantificacdo por DNA e por RNA em amostras de H9C2 do
grupo tratado com Bz. Dados de trés analises (triplicata). *p<0,05; **p<0,01.
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5 DISCUSSAO

Mesmo com a diminui¢do significativa na incidéncia de novos casos
observados na década de 90 em paises latino-americanos (Silveira & Vinhaes, 1999;
Dias, 2009; Coura & Vifias, 2010; Hashimoto & Schofield, 2012), a transmissao
vetorial ainda oferece um risco para a saude humana, uma vez que o T. cruzi circula
entre outras espécies de triatomineos e diversos mamiferos em ambientes silvestres
em que ha atividade humana (Dias, 2009; Gontijo et al., 2009; Hashimoto &
Schofield, 2012; Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012). Além disso, varios surtos de
infeccdo por via oral, geralmente devido a presenca de vetores e reservatérios
infectados pelo parasito nas proximidades, tém sido registrados (Steindel et al.,
2008; Nébrega et al., 2009).

A transmissdao do T. cruzi por via oral ndo é um evento recente,
representando uma via de contaminacao importante entre vetores e animais além de
ser um dos principais mecanismos de dispersdao do parasita entre os mamiferos
(Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012; Jansen et al., 2015). Apesar disso, somente a
partir de 2004 os surtos alimentares da doenga de Chagas se tornaram um evento
mais frequentemente discutido e investigado (Ferreira et al., 2016b). Relatada
originalmente de forma esporadica, a doenca de Chagas adquirida por via oral
parece estar aumentando entre as populagdes em varios estados brasileiros
(Yoshida et al., 2011; Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012) bem como em outros
paises endémicos da América Latina (De Noya et al., 2010; Blanchet et al., 2014;
Franco-Paredes et al., 2020).

Em relagdo aos alimentos potencialmente envolvidos na transmissao oral do
T. cruzi no Brasil, o acai, que € macerado para a produgao de uma pasta ou bebida,
tem sido identificado como a fruta mais frequentemente envolvida nos casos de
doencga de Chagas Aguda Oral (Nobrega et al., 2009; Passos et al., 2012; Ferreira et
al., 2016b). E, mesmo que o agai industrializado e exportado precise ser
pasteurizado, a maior parte do acai consumido pela populagdo dos paises latino-
americanos muitas vezes nao é tratada ou devidamente higienizada (Nobrega et al.,
2009; de Oliveira et al., 2019). Para tanto, € necessario avaliar a qualidade dos
produtos de agai que sao vendidos e consumidos pela populagéo. Alguns estudos,
que permitem a identificagcdo molecular do parasita em diferentes fontes alimentares,
ja estdo sendo desenvolvidos e publicados (Ferreira et al., 2016b, 2018; de Souza

Godoi et al., 2017; Mattos et al., 2017; de Oliveira et al., 2019; Cardoso et al., 2020;
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Costa et al.,, 2021). Porém, n&o existe um meétodo oficial regulamentado para a
deteccao molecular do T. cruzi em polpa de acai. Assim, o desenvolvimento de uma
metodologia molecular integrada, simples e reproduzivel faz-se necessario para
suprir essa demanda de controle de qualidade exigida pelo mercado local e global
de seguranga alimentar (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Ministério da
Saude (ANVISA-MS), 2008; Dias et al., 2016; Ferreira et al., 2016b).

Ensaios baseados em PCR e gPCR tém sido desenvolvidos nos ultimos anos
para a rapida deteccao e quantificagdo do DNA do T. cruzi em diferentes amostras
biolégicas (Moser et al., 1989; Britto et al., 1995; Cummings & Tarleton, 2003; Dias
et al., 2015; de Souza Godoi et al., 2017; Ferreira et al., 2018) e para genotipagem
do parasito a fim de monitorar a diversidade na distribuicdo de DTUs do T. cruzi em
diferentes regides endémicas (Britto et al., 2001; Portela-Lindoso & Shikanai-
Yasuda, 2003; Britto, 2009; Zingales et al., 2012). Ademais, ensaios moleculares
para o diagnodstico da doenga de Chagas foram amplamente estabelecidos para
determinar o estado da infecgdo e monitorar, com precisdo, a carga parasitaria em
diversos tipos de amostras (Schijman, 2018)

No entanto, para ensaios diagnosticos com base em métodos moleculares, é
necessaria a obtencdo de um DNA puro e em altas concentracbes a partir da
amostra biolégica. Em outras palavras, para obtencdo do DNA nas condi¢des
almejadas, verifica-se a necessidade emergente de uma padronizagéo de protocolos
para extracao e purificacdo do DNA, adaptada a amostra que esta sendo analisada.
Um dos maiores desafios para a extragao de DNA de parasitas em uma matriz tdo
complexa, como € o caso de alimentos ou de insetos, esta na presenca de inibidores
que podem ser co-purificados com o DNA durante a etapa de extragcdo e podem
reduzir a eficiéncia da PCR (Bergallo et al., 2006; Neves, 2010). Além disso, o
emprego de um método de diagndstico que apresente resultados satisfatérios e com
boa reprodutibilidade ¢é de extrema relevancia, facilitando investigagcbes
epidemiologicas da doenga de Chagas em diferentes localidades, bem como no
controle de qualidade de alimentos envolvidos em surtos orais, especialmente os
produtos a base de acai, por diferentes laboratérios de analise.

Para tanto, a primeira etapa deste trabalho foi verificar se a metodologia
escolhida para extragdo de DNA em amostras de acai contaminadas foi eficiente
para extrair um DNA genbmico de alta qualidade de T. cruzi. O agai € uma fruta
composta por uma porgao significativa de lipidios, proteinas, carboidratos, fibras

alimentares soluveis e nao soluveis, acidos graxos, uma variedade de minerais e
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alto teor de compostos antioxidantes, como antocianinas, e compostos fendlicos
(Bichara & Rogez, 2011; Yamaguchi et al.,, 2015). Atualmente, existem varios
métodos disponiveis para extracdo de DNA de diferentes tipos de amostras e eles
podem ser baseados em kits comerciais ou métodos in-house. Porém, apesar de
terem baixo custo e oferecerem uma alta concentracdo de DNA, os métodos in-
house, como o fenol-cloroférmio e o CTAB, costumam ser trabalhosos, ndo sendo
adequados para avaliar amostras em grande escala, justamente por ndo serem
protocolos facilmente reproduzidos, simples e rapidos.

Em relacdo a extragdo de DNA por kit comercial, Mattos e cols. (2017)
selecionaram dois kits de extracao diferentes, sendo um deles especifico para uso
em amostras de fezes. Em seguida, observaram que o kit para fezes permitiu a
retirada dos inibidores, enquanto os demais kits comerciais ndo apresentaram o
mesmo desempenho para as amostras de agai contaminadas experimentalmente.
Ou seja, mesmo que muitos kits comerciais estejam disponiveis para extrair DNA de
diferentes matrizes, apenas um numero limitado pode ser usado para purificagao de
DNA de produtos alimenticios processados, o que pode encarecer esses Kits.
Particularmente, o High Pure PCR Template Preparation Kit (ROCHE), que ndo € um
kit voltado para um tipo especifico de amostra, contém um tampao que permite
remover residuos de inibidores (Inhibitor Removal Buffer) que poderiam ter
permanecido nas amostras de acgai.

Com o intuito de melhorar a sensibilidade da metodologia e permitir a melhor
estabilizacao e preservacao das amostras, padronizamos a utilizagao de Guanidina-
HCI 6M/EDTA 0,2M (pH 8,0) em amostras de agai. A Guanidina-HCI é um sal
caotropico comumente usado para isolamento de acidos nucléicos de extratos
celulares que pode romper células, além de inibir as nucleases. Assim, este
reagente facilita a preservagdo de acidos nucléicos em fluidos biolégicos (Bowtell,
1987; Avila et al., 1991) e o transporte da amostra do campo para o laboratério.
Varios estudos relacionados ao diagnostico molecular do T. cruzi em amostras de
sangue ja incorporaram essa etapa a metodologia, devido a sua importancia como
tampao estabilizador da amostra (Britto et al., 1993; Moreira et al., 2013; Rodrigues-
dos-Santos et al., 2018).

A utilizagdo de controles positivos e negativos em gPCR é essencial para
garantir a confiabilidade da reagdo, evitando resultados falso-positivos ou falso-
negativos. No entanto, especialmente em ensaios de qPCR, também é necessario

incluir um controle de amplificagdo interno, principalmente para monitorar a
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reprodutibilidade da extragdo de DNA. Para o diagndstico molecular da doenga de
Chagas, um alvo no DNA do hospedeiro, como a RNAse P, ou um DNA exdgeno,
sdo geralmente usados como controle interno da amplificagdo (Moreira et al., 2013;
Ramirez et al., 2015; Ferreira et al., 2018). Em 2018, Ferreira et al., empregou, em
uma PCR convencional, um par de primers especifico (Mbongolo-Mbella et al.,
2011), que codifica o gene da ribulose 1,5-difosfato carboxilase/oxigenase (rbcL) do
cloroplasto de planta para avaliar a amplificacdo do DNA do acgai. Porém, até o
momento, apenas um estudo publicado sobre diagndstico molecular do T. cruzi em
alimentos, por meio de qPCR, incluiu um controle de amplificagdo interno especifico
para plantas (Costa et al., 2021) que codifica um gene de cdépia unica no agai e em
cana de acgucar, o apocitocromo b (Cob 2). Em nosso estudo, que ja foi publicado
(Finamore-Araujo et al., 2021), usamos um DNA sintético para monitorar a eficiéncia
da extragcdo de DNA e a auséncia de inibidores na qPCR. A reprodutibilidade da
reacado foi confirmada uma vez que n&o houve variagdo nos valores de Exo-IPC,
independentemente da concentracéo de T. cruzi nas amostras.

Na maioria dos surtos orais, a presenca do T. cruzi €, normalmente,
detectada por métodos tradicionais, como isolamento do parasita e investigagcéo
microscopica. E, embora essa pratica apresente resultados com alta especificidade,
0 exame microscopico € um método trabalhoso, demorado e de baixa sensibilidade,
sendo minimamente eficaz quando existem poucos microrganismos em uma
amostra (Barbosa et al., 2012; Passos et al., 2012). Além disso, Barbosa et al.
(2012) descreveu a nao visualizagdo, por microscopia de luz, dos parasitas
diretamente da polpa de agai. Ou seja, a cor escura caracteristica da fruta, que esta
associada a altas concentragbes de antocianinas e uma grande quantidade de
matéria organica (Bichara & Rogez, 2011), limita muito a possibilidade de deteccao
de parasitas durante a visualizacdo microscopica. Por esse motivo, o
desenvolvimento de um ensaio molecular altamente sensivel pode oferecer
vantagens significativas, como a rapida identificacdo e quantificacdo do T. cruzi. A
gPCR desenvolvida no presente estudo apresentou alta sensibilidade e linearidade,
0 que também foi observado e comparado com estudos anteriores, citados na
Tabela 5.1.
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Tabela 5.1. Comparacgao entre diferentes metodologias ja publicadas para detec¢cao molecular de T. cruzi em amostras de agai

Centrifugacao Controle Técnica de deteccso Validagdo com
Publicagcdo pré-extragao Técnica de Extragdo de DNA Interno molecular ¢ Eficiénca da gPCR amostras de
DNA Exégeno campo
Kit Comercial: DNAzol (Invitrogen);
Ferreira et No NUCIeOSpm®I\T:§:|)KIt (Machery- N&o PCR convencional ) No
al., 2016 Método In-house: CTAB Tc189Fw2/Tc189Rv3
(cetyltrimethyl ammonium bromide)
gPCR singleplex SYBR
Godoi et al., Tripla Kit Comercial: - NZo Green TCZ1/TCZ2: 80.82% Nzo
2017 centrifugacdo Meétodo In house: Fenol-cloroférmio TCZ1/TCZ2; Ep1F/Ep1R: 85.48%
Ep1F/Ep1R; Bp1F/Bp1R
Kit Comercial: QlAamp DNA Mini Kit gPCR TagMan
Mattos et . (Qiagen); QlAamp DNA Stool Mini ~ Singleplex . , o ~
al., 2017 Sim Kit (Qiagen) N8O r7i 32/148: sonda 71 CTUZi32/148:91.25% N&o
Método In-house: - (FAM-NFQ)
De Oliveira Tripla Kit Comercial: - NZo PCR convencional i NZo
etal., 2019 centrifugagcdo Método In house: Fenol-cloroférmio TCZ1/TCZ2
Ferreira et Nzo Kit Comercial: - gﬁfé_r(()pllzgi PCR convencional i Sim. Validacao
al., 2018 Método In-House: CTAB genz) Tc189Fw2/Tc189Rv3 qualitativa
Kit Comercial: lllustra Tissue & Cells )
. e gPCR Singleplex SYBR
CerlEe o N3o emenrIETER b I S I (612 N30 Green TCZ3/TCZ4: 103.98% N3o
al., 2020 Healthcare)

Método In-house: - TCZ3/TCZ4
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Para avaliar o desempenho da qPCR multiplex, com alvo no satDNA do T.
cruzi, observamos a detecg¢ao, em todas as concentragdes, das seis DTUs do T.
cruzi no ensaio de inclusividade. Apesar deste resultado, também pudemos observar
que a DTU | (Dm28c) apresentou valores de Ct mais altos em comparagdo com os
CTs observados pelas demais DTUs. Este resultado corresponde a observacoes
anteriores de que a DTU | apresenta um menor niumero de coépias para o DNA
nuclear satélite (Duffy et al., 2009). Em relagcdo ao ensaio de exclusividade, foi
possivel observar que ndo houve amplificagdo cruzada do DNA de outras espécies
de tripanossomatideos em nenhuma das concentragdes testadas, com excec¢do do
DNA de T. rangeli. As diferentes concentracbes de DNA de T. rangeli, foram
positivas na gPCR, confirmando a amplificacdo cruzada observada anteriormente de
T. rangeli para este alvo (Duffy et al., 2013; Ramirez et al., 2015). Entretanto, ao
contrario do que foi mostrado previamente, a qPCR com alvo em satDNA
apresentou a mesma sensibilidade para a deteccao de T. cruzi e T. rangeli.

A espécie T. rangeli apresenta caracteristicas bioldgicas e uma distribuigao
geografica muito semelhante a de T. cruzi, pois compartilha os mesmos
reservatorios animais, permitindo a ocorréncia de co-infecgdes nos hospedeiros
vertebrados e invertebrados em uma mesma area geografica (Marinkelle, 1972;
D’Alessandro et al.,, 1992). Porém, ao contrario da infeccdo aguda desencadeada
pelo T. cruzi, o T. rangeli ndo é considerado um patégeno de importancia meédica,
pois ndo causa nenhuma sintomatologia em humanos. No entanto, a diferenciagao
no diagnostico entre estas espécies € extremamente importante para evitar
resultados falso-positivos, visto que o T. rangeli é bastante estudado no contexto
epidemiologico da doenca de Chagas (Vallejo et al., 1999; Guhl & Vallejo, 2003).
Portanto, novos alvos moleculares precisam ser investigados a fim de aumentar a
especificidade na quantificagdo da carga do parasita T. cruzi, especialmente em
amostras de acai.

Em relagdo a analise de amostras comerciais de agai, este trabalho &, até o
momento, o primeiro que avaliou, por meio de metodologia baseada em gPCR,
amostras coletadas em pontos de venda de uma area endémica. A triagem dessas
45 amostras de GEA comprovou que a qPCR é mais sensivel que o exame
microscopico. O método molecular revelou uma positividade de 20% (9/45) nos GEA
examinados, enquanto as mesmas amostras foram todas negativas para T. cruzi por
observacado direta ao microscépio 6ptico. No estudo com PCR convencional de

Ferreira et al. (2018), foram analisadas as taxas de contaminagéo e caracterizagao
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molecular do T. cruzi em amostras de alimentos comercializados nos estados do Rio
de Janeiro e Para. O conjunto de primers selecionado neste estudo apresentou alta
especificidade, sem amplificagdo para o DNA gendmico de T. rangeli e outros
tripanossomatideos. Em contrapartida, o alvo escolhido apresentou uma menor
sensibilidade na detecgéo do T. cruzi. Curiosamente, das 140 amostras de produtos
a base de agai que analisaram, 14 amostras (10%) foram positivas para DNA de T.
cruzi sendo que, em uma dessas amostras também foi detectado DNA de
triatomineo. Freitas e cols. (2015) também encontrou fragmentos de insetos em
amostras de acai e esses importantes achados podem reforgar a associacao entre o
acai e a presenca de vetores ou mamiferos infectados proximos aos locais do surto
(Freitas et al., 2015).

Em relagdo ao método classico para avaliar a infecgao natural por T. cruzi em
triatomineos, tem-se o exame microscopico do conteudo intestinal dissecado. No
entanto, como citado anteriormente, este € um procedimento com limitagdes e que
pode apresentar dificuldades no exame de todos os estagios evolutivos do inseto
(Pizarro et al. 2007; Moreira et al. 2017), podendo gerar resultados inconclusivos e
discordantes. Porém, as taxas de infeccdo destes triatomineos podem estar sendo
subestimadas através do diagndstico molecular devido a produtos derivados do trato
digestivo que podem afetar a eficiéncia inibir a reacdo de qPCR (Schrader et al.,
2012; Dias et al., 2015; Moreira et al., 2017). Dentre os inibidores do trato digestivo
de triatomineos tem-se, por exemplo, polissacarideos produzidos pela microbiota
presente no inseto, fragmentos de hemoglobina liberados durante a hemdlise na
porcao anterior do intestino médio (Azambuja et al., 2005), hemozoina produzida na
por¢cado posterior do intestino médio (Oliveira et al., 1999), heparina usada como
anticoagulante, entre outros (Andersen et al., 1995). Com base nestas informacgdes,
nods buscamos avaliar o desempenho de trés protocolos de kits comerciais para a
extracdo de DNA de triatomineos e selecionar o método de extragcao mais eficiente
para extrair o DNA genémico do T. cruzi em amostras de intestino de triatomineo.
Neste trabalho, n6s trabalhamos escolhemos insetos R. prolixus como modelo de
estudo, por ser uma espécie de triatomineo que se adapta facilmente a alimentacao
artificial do laboratério, além de terem diversos trabalhos relacionados a sua
fisiologia e o genoma inteiramente sequenciado (Azambuja & Garcia, 2004, Garcia
et al., 2007; Castro et al., 2012; Mesquita et al., 2015)..
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Para a escolha do kit de extracdo que melhor se adequaria aos nossos
ensaios, de acordo com parametros como praticidade da técnica, reprodutibilidade,
concentracdo e grau de pureza do DNA obtido, testamos trés kits comerciais,
QIAGEN, Roche e Macherey-Nagel, que utilizam colunas de silica para isolamento
de acidos nucléicos. Embora os trés métodos escolhidos para teste tenham
estratégias de extracdo semelhantes, no qual a molécula de DNA se liga por
afinidade na membrana de silica, os protocolos de cada fabricante possuem
algumas diferencas em determinadas etapas que podem melhorar a eficiéncia do
procedimento.

A etapa de lise celular é considerada critica devido a presenca de estruturas
que podem interferir no processo de extragdo. Enquanto o kit Macherey-Nagel utiliza
uma pré-etapa de homogeneizagdo com beads para romper mecanicamente o trato
digestivo dos triatomineos, o que acelera o processo de extragdo, os kits de
extracdo da QIAGEN e da ROCHE empregam uma etapa de digestdo enzimatica
com proteinase K, no qual as amostras sao incubadas a 56°C por, pelo menos, 1
hora antes de comecar o processo de extracdo nas colunas de silica. No presente
estudo, e devido a quantidade de inibidores presentes no conteudo intestinal do
triatomineo, optamos por manter as amostras de intestino incubadas a 56°C por 2
horas com proteinase K. Além disso, um problema em relacdo as membranas de
silica é a obstrug&do da coluna devido a viscosidade do material utilizado ou excesso
de massa, especialmente no caso do pool de intestinos. Algumas amostras de pool
processadas pelos kits da ROCHE e da QIAGEN, que utilizam de estratégias de lise
similares no protocolo de extracdo, apresentaram entupimento da coluna,
necessitando de uma etapa extra de centrifugacdo para que o material passasse
pela coluna até o tubo coletor. No caso das amostras extraidas pelo protocolo da
QIAGEN, em especial, a maioria das amostras contendo um pool de intestinos
apresentou este problema na etapa de centrifugagcdo apods transferéncia para a
coluna, bem como algumas amostras do grupo de um intestino. Com o método de
lise empregado pelo kit Macherey-Nagel ndo houve entupimento da coluna para
nenhuma das amostras e, por conseguinte, nao foi necessario incluir uma etapa
extra de centrifugagao no protocolo.

No que diz respeito a remogédo dos contaminantes, que é feita adicionando
tampbes de lavagem nas colunas, o kit Macherey-Nagel foi o que apresentou o
menor numero de lavagens com tampdes, enquanto QIAGEN e ROCHE possuiam

mais de uma etapa com diferentes tampdes de lavagem. Adicionalmente, o kit da
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ROCHE ainda possui uma etapa extra que inclui lavar a coluna com o tampéo
removedor de inibidores (Inhibitor Removal Buffer). Além dos parametros citados
anteriormente, outros indicadores também devem ser considerados, como
protocolos com menor numero de etapas e de execugao (Grutzmacher et al., 2002;
Webster et al., 2003), uma vez que quanto menos se manipular o material, menor a
chance de contaminagdo da amostra (Neves, 2010). No final, o Macherey-Nagel foi
o protocolo com mais praticidade e rapidez no processo de extracdo de intestinos de
triatomineo por coluna de silica, mas selecionamos para seguir com o0s
experimentos de diagnostico molecular o kit que utilizamos para extragao de GEA, o
High Pure PCR Template Preparation Kit (ROCHE), pois, além de ser mais barato,
foi o protocolo que apresentou os melhores resultados de reprodutibilidade,
concentragao e grau de pureza do DNA obtido.

Para monitorar a carga parasitaria de triatomineos infectados por T. cruzi, a
inclusdo de um controle interno de amplificacdo € importante, também, pois séo
amostras que estdo sujeitas as variacbes de tamanho entre espécies, estagio de
desenvolvimento e quantidade, devido ao tempo pds-alimentagéo do inseto (Moreira
et al., 2017). Para corrigir as variagdes citadas anteriormente, e certificar a qualidade
das amostras de DNA extraidas a partir dos triatomineos, ndés utilizamos o gene 12S
do RNA ribosomal do inseto (Uehara et al., 2012) como controle interno da reagao e
simultaneamente como normalizador da carga parasitaria (Moreira et al., 2017).
Nogueira e colaboradores (2015) também utilizaram como normalizador da PCR em
tempo real, o DNA do triatomineo, empregando iniciadores com alvo para um gene
de proteina transmembrana em R. prolixus, que codifica uma proteina semelhante a
aquaporina (Nogueira et al., 2015). Ja Dias e colaboradores (2015) usaram como
normalizador da carga parasitaria um DNA de plasmideo contendo uma sequéncia
heterdloga (pLew82), adicionada antes de cada extragao de DNA, para monitorar a
quantidade de parasito no intestino de R. prolixus.

A cinética da colonizagdo do T. cruzi no trato digestivo de triatomineos
depende de diversos parametros como a espécie do inseto vetor, a natureza da
microbiota do intestino, e fatores antimicrobianos (Azambuja et al., 2004; Garcia et
al., 2007; Schaub, 2009). Ademais, a cepa de parasito pode contribuir para a
susceptibilidade do vetor, visto que cepas diferentes de T. cruzi mantém niveis
distintos de infecgdo no triatomineo (Mello et al., 1996; Araujo et al., 2007, 2014;
Garcia et al., 2007), bem como ativam diferentes perfis de resposta imune no inseto

(Vieira et al., 2016). Sobre a cinética de infec¢ao de diferentes cepas de T cruzi em
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R. prolixus percebe-se algumas diferengas no perfil de infecgdo entre algumas DTUs
através da quantificagcdo da carga parasitaria destes grupos. Para uma infecgéo
bem-sucedida no triatomineo, o T. cruzi precisa se diferenciar em epimastigotas e se
multiplicar ao alcangarem a porgao do intestino médio anterior (Kollien & Schaub,
2000). Nossa analise da infeccéo pela DTU Il, especialmente, pode nos indicar que,
apesar da cepa Y conseguir estabelecer uma infecgdo no R. prolixus, o parasito néo
€ capaz de se multiplicar, como as outras cepas, ao longo do trato digestivo desta
espécie de triatomineo. Nossos dados corroboram com estudos prévios sobre a
interagdo parasito com a microbiota durante uma infeccdo em insetos da espécie R.
prolixus, que demonstraram que a populagao de cepa Y do (DTU Il) rapidamente é
reduzida, enquanto a Dm 28c (DTU I) consegue se estabelecer no intestino de R.
prolixus (Azambuja et al., 2004; Castro et al., 2012; Vieira et al., 2016). Para este
trabalho, nds analisamos a cinética de infeccdo de R. prolixus por diferentes cepas
de T. cruzi, correspondentes as seis DTUs (Tcl-TcVI). Entretanto, € importante
ressaltar que, para uma analise mais completa, mais ensaios sobre a cinética de
infeccdo com outras espécies de vetores precisam ser feitos, principalmente com
especies de triatomineos autoctones.

Embora os métodos de amplificacdo de DNA tenham sido amplamente
relatados para diversas amostras (Schijman, 2018), ndo se esta claramente
elucidado se a deteccdo do DNA do parasito corresponde, necessariamente, a
parasitos vivos na amostra analisada. Esta questao esta especialmente relacionada
a alta estabilidade da molécula de DNA e sua persisténcia apos a morte do parasita
(Souto & Zingales, 1993; Romero et al., 2010; Cancino-Faure et al., 2016; Norouzi et
al., 2016). No geral, métodos moleculares alternativos usando o RNA do patégeno
visando discriminar entre parasitas vivos ou mortos ja foram publicados
anteriormente (Van Der Meide et al., 2005, 2008; Romero et al., 2010; Payne et al.,
2012; Norouzi et al., 2016). Van der Meide e colaboradores (2008) relataram uma
ferramenta altamente sensivel, baseada na amplificacdo quantitativa da sequéncia
de acido nucleico (QT-NASBA), capaz de detectar parasitas viaveis de Leishmania.
O QT-NASBA detecta o RNA do parasita ao invés do DNA e ja foi utilizado para
avaliar a viabilidade de outros patdégenos (Schoone et al., 2000; Schallig et al.,
2003). No entanto, até o momento, sado poucos os relatos comparando a aplicagéo
de ferramentas de diagnostico molecular que efetivamente diferenciem entre
parasitas viaveis e ndo viaveis, especialmente quando se trata do diagndstico de T.

cruzi. Com base nisso, padronizamos uma PCR em Tempo real com Transcrigao
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Reversa (RT-gPCR), utilizando o RNA de T. cruzi como marcador de viabilidade
celular para comparar a quantidade de parasitos em triatomineos e células H9C2
(cardiomioblastos) experimentalmente infectadas. A capacidade da reacdo de RT-
gPCR em quantificar parasitos viaveis, através da deteccdo do mRNA, foi avaliada
em comparagao com a reacao de qPCR, previamente desenvolvida por Moreira et
al. (2017), para quantificagdo do DNA gendmico de triatomineos infectados com T.
cruzi.

A escolha para o gene GAPDH do T. cruzi como alvo para quantificar a carga
parasitaria foi devido a dados publicados em 2014 por Silva-Gomes e colaboradores,
que demonstraram a expressdo constitutiva do gene GAPDH entre diferentes
isolados do T. cruzi e entre seus diferentes estagios evolutivos. Com isso, avaliamos
o desempenho analitico da RT-gPCR para a quantificagdo de parasitos viaveis em
triatomineos, usando os iniciadores para o gene GAPDH de T. cruzi, e, como
normalizador e controle interno da reag¢ao, o conjunto de iniciadores para a regiao
12S do RNA ribosomal de triatomineos. A especificidade desta RT-gPCR pdde ser
mostrada pelo pico unico gerado pela curva de dissociacdo de ambos os alvos, e a
temperatura de dissociagdo para o GAPDH foi concordante com a publicada por
Silva-Gomes (2014).

Conforme relatado em estudos publicados anteriormente (Pizarro et al., 2007;
Dias et al., 2015), observamos que tanto a RT-qPCR como a gPCR nos permitiu
determinar um numero de parasitos em escalas muito abaixo do que se obtém
usando a Camara de Neubauer (<10? equivalentes de parasitas/inseto), que sé
conseguiria contar insetos com cargas parasitarias iguais ou acima de 10*
parasitas/mL. Experimentos com amostras reconstituidas de sangue contaminado
com T. cruzi mostraram que uma analise através de PCR convencional é capaz de
detectar o equivalente a um parasito em 10-20 mL de sangue (Moser et al., 1989;
Britto et al., 1993). Duffy e colaboradores (2013), usando a técnica de qPCR para
quantificacdo do DNA nuclear satélite de T. cruzi em amostras de sangue,
conseguiram detectar menos de um equivalente de parasito/mL de sangue. Dias e
colaboradores (2015), que usaram a técnica de qPCR para quantificagdo do DNA
nuclear satélite de T. cruzi em amostras de intestino de triatomineo, também
detectaram menos de 1 eq. par. Com a aplicagao da técnica.

Nossos dados sobre a cinética do T cruzi (Dm28c) em R. prolixus, mostraram
que, apesar de diferengas significativas na carga parasitaria entre as metodologias

de quantificagao por DNA e por RNA, ambas as curvas de infeccdo mostraram um
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perfil semelhante de diminuicdo do parasito ao longo dos dias. Esta queda na
quantidade de parasitos, a partir da segunda semana poés infecgdo, também foi
relatada por Henriques e colaboradores (2012), no qual aplicaram uma metodologia
de quantificagcdo através da analise por bioluminescéncia emitida por uma cepa
geneticamente modificada para expressar o gene da luciferase (Dm28c-luc). No
entanto, nossos dados mostraram uma diminuicado muito mais rapida na quantidade
de RNA quando comparando com os resultados observados na deteccao por DNA.

Para verificar se reducdo na quantidade de parasitos ocorre por conta da
migragéo do parasito pelo intestino do triatomineo, nés quantificamos o mRNA do T.
cruzi em diferentes porgcbes do trato digestivo de R. prolixus. Sendo assim, foi
possivel observar uma diminuicdo na quantidade de parasitos no intestino médio
anterior ao longo dos dias apos infeccao e, opostamente, um aumento no intestino
meédio posterior. Estes resultados concordam com trabalhos anteriores que
avaliaram a carga do parasita em triatomineos infectados experimentalmente por
meio de bioluminescéncia ou ensaios baseados na deteccdo do DNA (Henriques et
al., 2012; Dias et al., 2015; Nogueira et al., 2015). Sobre a cinética de colonizagéo
do T. cruzi (Dm28c) no trato digestivo de R. prolixus, foi demonstrado que ao
chegarem no intestino médio anterior do inseto, primeiro ponto de contato entre os
T. cruzi ingeridos e a superficie do trato digestivo do vetor (Kollien & Schaub, 2000;
Ferreira et al., 2016), uma porgao significativa destes parasitos € lisado devido a
interagdo com bactérias presentes na microbiota do local (Azambuja et al., 2004;
Garcia et al., 2010). Depois disso, os parasitas restantes migram para o intestino
médio posterior, onde podem proliferar (Alves et al., 2007; Garcia et al., 2007).
Assim que o T. cruzi atingir o intestino grosso, esses parasitas serdo eventualmente
liberados na excreta (Kollien & Schaub, 2000; Schaub, 2009). Em conjunto,
observamos uma carga parasitaria constante no intestino médio posterior de R.
prolixus e, enquanto a populagcdo de parasitas viaveis do intestino médio anterior
diminuiu significativamente, o numero de parasitas viaveis no reto aumentou
concomitantemente ao longo dos dias apos a alimentagéao.

Quanto a comparagao na analise entre parasitos viaveis e nao viaveis, os dois
ensaios distintos (itens 4.7; e 4.8) mostraram que a detecgdo de DNA de T. cruzi
permaneceu estavel ao longo dos dias nos grupos parasito lisado, enquanto a carga
parasitaria avaliada por RT-qPCR, dos mesmos grupos, nao demonstrou
amplificagdo para o grupo lisado desde o dia 0. Ja os grupos controle, no qual foram

analisados parasitos vivos, tiveram curvas de crescimento semelhantes se
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compararmos as quantificagdes por DNA e por mRNA de T. cruzi. Vale ressaltar que
a infeccdo de células H9C2 pela cepa Dm28c do T. cruzi revelou um aumento
progressivo na taxa de infecgdo, com aumento de formas amastigotas, bem como a
liberagdo de formas tripomastigotas. Este padrao de infecgdo também foi observado
por Farani e colaboradores, (2021), no qual células H9C2 foram infectadas com
formas tripomastigotas da cepa Colombiana, que também corresponde a DTU |
(Farani et al., 2021). Isto nos sugere que a infeccdo foi bem-sucedida, como
esperado para ser detectado em uma célula de mamifero (De Souza, 2002). Ou
seja, estes resultados sugerem que a linhagem celular de cardiomiocitos HOC2 foi
capaz de manter o ciclo de vida do T. cruzi e que no caso do grupo de células HOC2
que foram expostas ao parasito lisado, a infeccdo nao foi estabelecida porque os
parasitos nao estavam, de fato, viaveis.

Por fim, levando em consideragcdo a importancia da intervencao terapéutica
na infeccao por T. cruzi, nés avaliamos o efeito do Benznidazol, um dos farmacos de
primeira escolha para tratar a doenca de Chagas, como tratamento em uma infecgao
experimental por T. cruzi in vitro. Além disso, diferengas nas cargas parasitarias
através da quantificagdo por DNA e por RNA foram avaliadas e comparadas. Em
relagdo ao ensaio com grupo tratado com Bz, foi possivel observar que o uso do
Benznidazol para o tratamento dos cardiomioblastos infectados experimentalmente
com T. cruzi foi eficaz no controle da replicagdo do parasito. Ambas as metodologias
moleculares demonstraram uma redug¢ao na carga parasitaria. Porém, pela gPCR, a
deteccdo do DNA permaneceu estavel no grupo tratado enquanto o grupo controle
(ndo tratado) teve um aumento na carga parasitaria, mostrando um perfil de infecgao
semelhante ao que foi demonstrado nos ensaios anteriores com parasitos viaveis.
Agora, se compararmos a quantificagdo da carga parasitaria pelas duas
metodologias no grupo tratado com Bz, observamos, novamente que, apesar do
DNA do parasito apresentar uma tendéncia a diminuicdo ao longo dos dias apés
tratamento, sua deteccdo permanece estavel enquanto o RNA €& rapidamente
degradado.

Apoiando nossos resultados, foi previamente observado que o DNA dos
parasitas Leishmania pode permanecer detectavel em cicatrizes de pacientes com
leishmaniose cutanea meses apos considerar a cura clinica (Schubach et al., 1998;
Mendonga et al., 2004). Zhang & Tarleton (1999) relataram que o sinal do kDNA foi
detectavel em camundongos injetados com o KDNA do T. cruzi (Brasil e Sylvio

X10/4) até 2 dias apos a inje¢ao (Zhang & Tarleton, 1999). Além disso, De Oliveira e
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cols. (2019) mostraram que amostras de agai experimentalmente contaminadas com
DNA de parasitas ndo viaveis eram detectaveis por horas apds a perda de
viabilidade e, em contrapartida, observaram uma rapida degradagédo do mRNA de T.
cruzi apos amostras de acai serem submetidas a higienizagao e tratamento térmico.
No geral, nossos dados sugerem que a detecgdo do DNA do T. cruzi por si s
nao significa a presenca de parasita viavel na amostra, uma vez que a molécula de
DNA pode permanecer estavel mesmo apos a morte do parasita. A quantificacdo do
mMRNA de T. cruzi, por RT-gPCR, tem aplicag&o potencial na avaliacdo de viabilidade
e levanta a possibilidade de monitoramento adicional da carga parasitaria em insetos
infectados ou estudos relacionados a capacidade vetorial. Igualmente, como
inicialmente observado por De Oliveira e cols (2019), pode contribuir para a
segurancga alimentar, por meio do desenvolvimento de novos ensaios moleculares
para analise de patdogenos em amostras de alimentos, auxiliando no estudo de

infeccbes orais e até mesmo na investigacao de surtos.
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6 PERSPECTIVAS

Uma vez completado o desenvolvimento da reacdo de RT-gPCR para
quantificar parasitos viaveis, temos como perspectivas estudar o RNA como
marcador de viabilidade em ensaios in vivo. Nestes ensaios buscaremos avaliar a
viabilidade de T. cruzi em sangue e coragdao de camundongos por RT-qPCR,
durante infeccao experimental em animais submetidos ou ndo ao tratamento com
Benznidazol, em comparacdo com os resultados de quantificacdo de parasitos totais
(por gPCR).

Em relacdo aos estudos sobre infecgao oral, também buscaremos analisar,
em ensaios in vivo, um cut off da carga parasitaria capaz de causar infecgdo em
camundongos. Outra perspectiva para este trabalho € adaptar a reagdo de RT-gPCR
para quantificar parasitos viaveis em amostras de alimentos a base de acai,
validando o ensaio com amostras coletadas na regido do médio Solimdes, que estao
relacionadas a surto orais de doenga de Chagas aguda. Por fim, com as amostras
de GEA que testaram positivas para a presencga de T. cruzi, almejamos realizar a
genotipagem do parasito diretamente destas amostras, através de uma metodologia

baseada em PCR convencional multilocus.
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7 CONCLUSOES

No presente trabalho foram geradas, com sucesso, metodologias para a

extracao, identificagao e quantificagdo molecular do DNA de T. cruzi em amostras de

polpa de acai.

A etapa de pré-lise e a etapa extra de centrifugacado foram essenciais para a
extracdo de DNA com elevado grau de pureza e em concentragdes
suficientes para a qPCR.

A curva padrao ensaiada apresentou uma alta linearidade e uma eficiéncia de
89,65% para o alvo satDNA de T. cruzi.

O ensaio de gPCR multiplex foi capaz de detectar todas as seis DTUs e, ao
mesmo tempo, ndo apresentou amplificacdo para nenhuma espécie de
tripanossomatideo com exceg¢ao do T. rangeli, que ndo é um protozoario
patogénico para o humano.

Foi possivel desenvolver uma metodologia multiplex simples, sensivel e
reproduzivel.

20% das amostras de GEA de Coari testou positivo para T. cruzi pela qPCR,
enquanto nenhuma amostra foi positiva para a microscopia optica.

Em relacdo a comparacdao de kits para a extracdo de DNA de insetos,

concluimos que:

Os melhores resultados nos parametros concentragdo, grau de pureza e
amplificagdo por PCR, foram apresentados pelo protocolo da ROCHE: High
Pure PCR Template Preparation Kit.

Na questao de custo, o kit da ROCHE mostrou ser o mais econémico.

No geral, entre os trés métodos de extracdo de DNA testados, o kit da
ROCHE foi selecionado como o mais adequado para extragao de DNA de
amostras de intestino de triatomineos.

Sobre as DTUs, embora mais ensaios monitorando a infeccdo de R. prolixus

por diferentes DTUs de T. cruzi precisem ser realizados, os resultados obtidos até o

momento nos sugerem:

Diferencas no perfil de infecgédo entre as DTUs.
A cepa Y (DTU Il) se mostrou a unica com tendéncia de redugao constante da

carga parasitaria ao longo dos dias pos-alimentagao.
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A cepa LLO14 (DTU V) apresentou o maior indice de infecgdo em R. prolixus,
quando comparada com as cepas das demais DTUs.
Considerando a analise para validar o RNA como marcador de viabilidade de

T. cruzi em diferentes amostras (por RT-qPCR), e comparando os dados com os

resultados obtidos através da quantificagdo do DNA (qPCR), observamos que:

Ambas as técnicas moleculares apresentaram sensibilidade e especificidade
para os alvos escolhidos.

As curvas padrdo geradas tanto para a qPCR quanto para a RT-gPCR
mostraram linearidade e eficiéncias elevadas para todos os alvos.

A reacédo de RT-gPCR, com iniciadores para o gene GAPDH, possibilitou a
deteccao/quantificacdo de parasitos viaveis.

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

A analise molecular das diferentes porgdes do trato digestivo nos sugerem
que, enquanto a populagdo de parasitas viaveis do intestino médio anterior
diminui significativamente, paralelamente no reto ha um aumento da carga
parasitaria ao longo dos dias apds a alimentagao.

As analises de gPCR confirmaram a maior estabilidade do DNA quanto a
degradagao mesmo apos a lise do parasito.

Observamos que a linhagem H9C2, infectada com a cepa Dm28c de T. cruzi,
foi capaz de manter o ciclo do parasito com sucesso.

A terapia utilizando Benznidazol mostrou uma redugdo na carga parasitaria,
observada por ambas as técnicas moleculares utilizadas no presente
trabalho.

Em conjunto, os resultados de viabilidade confirmam que o RNA é um
potencial marcador molecular de viabilidade de T. cruzi em diferentes

amostras sob diferentes condicdes.
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Abstract

In Brazil, orally acquired T. cruziinfection hasbecomsa the most relevant ransmission medh-
anisgms from public health perspective . Around T0% of new Chagas disease caseshave
been associated with consumption of contaminated food or beverages. Agai (Ewderpe olera-
cegand Ewterpe precatond) is cumantly ona of the most commerncislized Amazonian fruits in
the Brazilian and inlemational markets. Therefore , it has becomse important to incomporate in
fhe prod uction process some procedu res to messure out effectie ygiene and product
quality contral required by global market Molecular methods have been d eveloped for rapid
detection and quantifica ion of T. cruef DMNA in several biological samples, including food
matrices, for epidemiclogical investigafion of Chagas disease and food quality control. How-
ever, a high-performance molecular me thodology since DNA extraction until detection and
quantificaion of T. cruzf DNA in agai berry pulp is 8l needed. Herein, a simple DNA extrac-
fion methodology was standardized from the supematant of agai bemy pulp stabilized ina
&M Guamnidineg -HC1'0.2M EDTA buffer. In addition, a multiplex real ime qPCH assay, tanget-
ing T. cruzi OMA and an Exogan ous Imemal Positive Coniol was developed and wvalidated,
using reference from all T. cruzi OTUs and commerdal samples of agai pulp, from an
endemic munidpality with prevéous historyof oral Chagas disease outbreak. Thus, a high-
sensifivity gPCH assay, that could deiect up to 0.01 parasite equivalents/mL in agal, was
reached. Asofthe 45 commercial samples analyzed, 9 (30%) were posifve for T. cnuzi. This
high-sensitive, fast, and easy-to-use molecular assay is compatible with most of the labora-
fories imvoheed in the investiga ions of oral Chagas disease outbre aks, representing an
important tool to the epidemiclogy, control, and surveillance of Chagas disease.
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:QuaﬂaﬁmuqumﬁnﬁuenmlenhdiagawﬁsafT.n'ua' infection @ invertebrate

hosts, based on gPCR, presents several advantages over optical microscopy,
considered the classical method of diagnosis. Nevertheless, a recusming question
conceming T. oz DMA detection/gquantification is related to the fact that DMNA

| amplification, by itself, does not differentiate between viable or dead parasites. On the
{other hand, RMA can be considered a potential molecular marker of pathogens.

vighility. Herein, we developed a quantitative real-time PCH with reverse Transcription
{RT-gPCRY) to quantify viable T. onei in artificially infected Rhodnius prolbas whilst

| evaluating the differences between DMA and mRMNA quantification along the insec

midgut during &, 9, 15 and 23 days after feeding. The RT-gPCR presented an
Emproved with nearities ranging from 10 7 to 10 2 parasies
equivalents and 3 o (L0032 nestine unit equnalents, and efficencies of 100.3% and
10Z2.8% for both T. cuz and triatomine targets, respectively. Comparing both BT-
gPCR and gPCR., we confimed that RMA s shortly degraded, no longer being
detected at day 1 after parasite lysis, while DNA detection was stable, with no
decrease in paasite load over the days, even after parasie lysis. We also observed
statistical differences between the quantification of the parasite load by DNA and by

| RNA, especially on day 15 after feeding of experimentally infected R profius .

Maoreover, when assessing different portions of the digestive tract, by RT-gPCR, we
could detect a statistically significant reduction in the parasite amount in the artenor
midgut of these insects on day 29 after feeding. Opposiely, we could observe a

| statisticaily significant increase of the parasite load in the hindgut on the same day.

Assessing the parasite’s viability wsing mRNA as a molecular viability marker wall
contribute 10 understanding the dynamics of the parasite infection in vertebrate and
mertebrale hosts and explone new possibilibes for rypanocidal dregs evaluation as
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Abstract

In Brazil, orally acquired T. cruziinfection has become the most relevant transmission mech-
anisms from public health perspective. Around 70% of new Chagas disease cases have
been associated with consumption of contaminated food or beverages. Agai (Euterpe olera-
cea and Euterpe precatoria) is currently one of the most commercialized Amazonian fruits in
the Brazilian and international markets. Therefore, it has become important to incorporate in
the production process some procedures to measure out effective hygiene and product
quality control required by global market. Molecular methods have been developed for rapid
detection and quantification of T. cruziDNA in several biological samples, including food
matrices, for epidemiological investigation of Chagas disease and food quality control. How-
ever, a high-performance molecular methodology since DNA extraction until detection and
quantification of T. cruzi DNA in acai berry pulp is still needed. Herein, a simple DNA extrac-
tion methodology was standardized from the supernatant of acai berry pulp stabilized in a
6M Guanidine-HCI/0.2M EDTA buffer. In addition, a multiplex real time qPCR assay, target-
ing T. cruziDNA and an Exogenous Internal Positive Control was developed and validated,
using reference from all T. cruziDTUs and commercial samples of agai pulp, from an
endemic municipality with previous history of oral Chagas disease outbreak. Thus, a high-
sensitivity qPCR assay, that could detect up to 0.01 parasite equivalents/mL in acai, was
reached. As of the 45 commercial samples analyzed, 9 (20%) were positive for T. cruzi. This
high-sensitive, fast, and easy-to-use molecular assay is compatible with most of the labora-
tories involved in the investigations of oral Chagas disease outbreaks, representing an
important tool to the epidemiology, control, and surveillance of Chagas disease.
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Introduction

Chagas disease is a neglected tropical illness, caused by the flagellated and heteroxenous proto-
zoan Trypanosoma cruzi. Although it is considered endemic in 21 countries in America, mainly
affecting Latin America, Chagas disease has now spread to previously non-endemic areas, due
to the increased population migration between Latin America and the rest of the world [1]. As
of today, it is estimated that six to seven million people are infected by T. cruzi, mostly in the
endemic areas, and approximately 75 million people are at risk of infection [2]. T. cruzi is repre-
sented by a set of sub-populations, comprising isolates and strains, which alternates between
mammalian hosts and insect vectors, with high genetic variability and notable heterogeneity of
clinical behavior and parasite-host relationship. Currently, seven genotypes, or Discrete Typing
Units (DTUs) are recognized: TcI-Tc VI, and Tcbat, this being last reported as TcVII [3, 4].

While Chagas disease is still often associated as a vector borne disease, its transmission can
occur in other different routes besides vectorial such as blood transfusions, organs transplanta-
tion, congenital, laboratory accidents and oral transmission [5]. However, foodborne out-
breaks of Chagas disease seem to be importantly increasing through Latin America [6]. Oral
transmission can occur due to the consumption of complete triatomines or its feces, contain-
ing metacyclic trypomastigotes, which is inadvertently processed with food, especially fruits
preparations [7-9].

In Brazil, the oral route of T. cruzi infection has become one of the most relevant transmis-
sion mechanisms from the public health perspective. Between the years 2000 and 2011, 1252
cases of acute Chagas disease were reported and, in these, 70% have been associated with con-
sumption of contaminated food or beverages [6, 10]. Some of these orally acquired Chagas
Disease are related to the consumption of fresh foods or drinks, as sugar cane juice, agai berry
(Euterpe oleracea) and bacaba wine (Oenocarpus bacaba) [6, 11]. Among the Brazilian out-
breaks, it is worth mentioning a suspected T. cruzi oral transmission through agai juice in the
Northern Brazil, where cases of this transmission route show signs of increase. The outbreak
occurred in 2008 at Coari city, in the interior of the Amazonas state, where 25 people got
infected by T. cruzi [12]. Other countries around Latin America, suchlike Argentina, Bolivia,
Colombia, Ecuador, and Venezuela, also have reported multiple Chagas disease outbreaks
acquired orally [11]. The largest outbreak described so far occurred in Venezuela, in 2007,
affecting 103 people, adults and children from a school in Caracas, that got infected by T. cruzi
after the consumption of contaminated guava juice [13].

The agaizeiro is one of the most socio-economically important palm trees that occurs espe-
cially throughout the Amazon region and is particularly abundant in the Eastern Amazon.
Three species are popularly known as acai, Euterpe edulis, E. oleraceae and E. precatoria [14],
however, only the last two have agro-industrial interest. Both species have been shown antioxi-
dant and anti-inflammatory properties with bioactive compounds as anthocyanins, flavonoids
and phenolics, more than other fruits, such as grapes, blackberries, blueberries, and strawber-
ries [15, 16]. Most of the agai is derived from the extractive activity, which is the main source
of income for the riverine population of the Amazon Basin. In the North of Brazil, mainly,
most of the production is still consumed by the local population, in which a¢ai is traditionally
ingested "in natura", especially in Para and amazon states, the biggest producers and consum-
ers of acai around the world [17]. Furthermore, in the last ten years, there has been an impor-
tant economic increase, nationally and internationally, in agai-based drinks
commercialization. A¢ai is currently one of the most commercialized Amazonian fruits, not
only in the Brazilian market, but also at an international level [18]. Even so, the national and
international markets still have potential for considerable expansion of agai commercializa-
tion. Therefore, it has become important to incorporate in the production process some
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procedures to measure out effective hygiene and product quality control required by global
market [19, 20].

Until now, the evaluation of the potential for oral transmission of Chagas disease through
the consumption of agai-based products is determined by clinical or parasitological investiga-
tions and are based on traditional methods, such as culture and microscopic observations [17].
Molecular methods based on PCR have been developed for the rapid detection and quantifica-
tion of T. cruzi DNA in several biological samples [21]. More recently, it has also begun to be
used to test food matrices, as a powerful tool in the epidemiological investigation of Chagas
disease [22-26]. Moreover, the use of PCR for the detection of T. cruzi DNA has already been
described in literature, since several studies demonstrate that this methodology presents
greater sensitivity and specificity in the face of conventional parasitological methods [21]. Nev-
ertheless, it is still demanded the development of methodologies capable to detect T. cruzi in
food samples and, thereby, plan strategies to get a better understanding of oral transmission
outbreaks and to assure the quality of the products thar are being commercialized.

Results

In this study, an efficient DNA extraction method for agai pulp samples stabilized in guanidine-
EDTA solution, in conjunction with a real-time PCR assay to rapidly assess, with reproducible
protocols, the presence of T. cruzi DNA in agai pulp samples, were developed and validated. To
increase the sensitivity of the methodology, artificially contaminated acai samples were submitted
to a pre-lysis stage followed by a centrifugation step as described in material and methods section.
To monitor the entire procedure concerning the stability of DNA and its loss during sample pro-
cessing, a normalized amount of an exogenous internal positive control DNA (EXO-IPC DNA)
was added to each GEA prior DNA extraction. Then, through qPCR assays, EXO-IPC DNA
amplification from GEA samples with low T. cruzi concentrations was assessed (Fig 1).

To evaluate the analytical sensitivity for the T. cruzi detection in the multiplex assay, GEA
samples were spiked with T. cruzi and serially diluted to reach from 10 to 0.01 parasite equiva-
lents/mL, prior the supernatant isolation and DNA extraction. In addition, 300 uL supernatant
aliquots were spiked with EXO-IPC DNA, and satDNA and Exo-IPC amplifications were
monitored trough the Ct values at the multiplex real time PCR assay. As shown in Table 1, it is
possible to observe the satDNA amplification in all concentrations tested, with Ct values from
27.32%0.34 to 36.82+1.3, reaching a Limit of Detection of 0.01 T. cruzi equivalents/mL. Fur-
thermore, the Ct values for the Exo-IPC varies only from 30.50+0.12 to 30.92+0.44, regardless
the T. cruzi concentration at the samples, in the range tested.

Following the analytical validation, the reportable range for the T. cruzi load quantification
in agai pulp samples was determined. It was possible to observe that the T. cruzi DNA detec-
tion presented an improved linearity (r* = 0.99) in the range from 10° to 1 parasite equiva-
lents/mL, to the serial dilution of DNA extracted from GEA spiked with T. cruzi epimastigotes
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Fig 1. Representative amplification plots, targeting T. cruzi nuclear satellite DNA (A) and EXO-IPC DNA (B). DNA samples were extracted from
GEA spiked with EXO-IPC synthetic DNA, using a silica-column based commercial kit.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0246435.9001
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Table 1. Analytical sensitivity for the satDNA detection in GEA samples spiked with T. cruzi and Exo-IPC DNA. Assay was tested with genomic DNA extracted from
GEA samples with different T. cruzi (Dm28c) concentrations, ranging from 10 to 0.01 T. cruzi equivalents/mL. All GEA supernatant samples were spiked with 2 uL
EXO-IPC DNA prior DNA extraction. Results are shown as Ct mean + SD for satDNA and Exo-IPC at the multiplex real time PCR assay.

Targets T. cruzi equivalents/mL
10 1 0.75 0.5 0.25 0.1 0.01
satDNA 27.32+0.34 30.22 +0.44 30.52 +£0.31 31.34+0.79 32.14+0.77 35.47 £ 0.68 36.82 +1.30
Exo-IPC 30.57 £ 0.17 30.59 +£0.24 30.92 +0.44 30.84 +0.16 30.50 +£0.12 31.10+0.39 30.84 + 0.47

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0246435.t001

in DNA from negative GEA, as described in the Methods section (Fig 2). Under these condi-
tions, it was possible to obtain a PCR efficiency of 89.65% to the amplification of the satDNA
target.

Thereafter, inclusivity and exclusivity assays were performed. For the inclusivity assay.
Table 2 shows that the multiplex qPCR could detect all the six T. cruzi DTUs, from 10* to 0.1
Par. Eq./mL, with Ct values varying from 20.37+1.25 (to TcV, at 10* Par. Eq/mL) to 42.80 (to
TcVI, at 0.1 Par. Eq/mL).

Regarding the exclusivity assay, it is possible to observe in Table 3 that DNA of other trypa-
nosomatids, as Leishmania (L.) amazonensis, L (V.) braziliensis, Crithidia sp. and Herpetomo-
nas sp., showed no amplification in any concentration tested. However, QPCR was positive for
all concentration of DNA extracted from GEA spiked with T. rangeli, from 10* parasites equiv-
alents/mL to 0.1 par. Eq./mL.

The last step of this study was to perform the validation of the multiplex qPCR assay with
field samples. Therefore, 45 samples of agai pulp were collected from different street markets
in the city of Coari (Amazonas State, Brazil) and investigated for the presence of T. cruzi by
direct observation at an optical microscope and by the qPCR assay. No T. cruzi could be
detected by microscopy in the agai pulp samples. Afterwards, DNA was extracted from the 45
acai field samples, following the standardized methodology. The mean DNA concentration (+
standard deviation) was 86.2+54.3 ng/uL, with minimal and maximal concentration been 36.9
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Fig 2. Reportable range for the quantification of T. cruzi in agai samples by real-time qPCR. A ten-fold serial
dilution of DNA extracted from GEA spiked with T. cruzi was used to generate the standard curve for sat-DNA target,
ranging from 10° to 1 Par. Eq./mL. The bottom of the graphic shows the standard curve parameters of the assay.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0246435.9002
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Table 2. Inclusivity assay for T. cruzi DTUs. Assay was tested with genomic DNA obtained from a panel of GEA samples spiked with T. cruzi from six different DTUs.
DNA concentrations ranged from 10* to 10~ parasites equivalents/mL. Results are shown as Ct mean + SD obtained from duplicates of each DNA concentration.

DTUs 10* par.Eq/mL 10° par.Eq/mL 10? par.Eq/mL 10 par.Eq/mL 1 par.Eq/mL 0.1 par.Eq/mL
Ct+SD Ct+ SD Ct+SD Ct+SD Ct+ SD Ct+SD

TcI (Dm28c) 24.60 £ 0.61 29.67 +£2.03 32.25+0.16 34.32 £ 1.59 37.50 £ 0.17 40.99 +1.82

TclI (Y) 20.39 £ 0.02 24.35+0.02 28.44 +0.09 30.50 + 0.51 35.57 £ 0.80 37.28 £0.44

TcIII (3663) 23.00 £ 1.29 26.79 £ 0.50 32.94 +2.80 34.77 £ 1.30 41.18 +3.19 39.39 £ 1.26
TclV (4167) 22.57 £0.40 27.45+0.30 31.71 £0.26 34.42 £ 0.36 38.00 £5.13 39.58

TcV (LL014) 20.37 £1.25 2414 +£0.27 28.27£0.20 30.51 £ 0.62 3471 £1.22 36.74 £ 2.00
TcVI (CL Brener) 20.50 £ 0.05 25.20 £ 0.62 28.34£0.73 30.96 £ 0.45 34.67 £ 0.25 42.80"

*The amplification occurred for one technical replicate only.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0246435.t1002

and 347.1 ng/pL, respectively. Regarding the DNA purity, the mean 260/280 and 260/230 nm
ratios were 1.8+0.1 and 2.1+0.5, respectively (S1 Table). It was possible to detect and quantify
T. cruzi in 9 samples (20%) by the multiplex qPCR, with parasite loads ranging from 0.002 to
19,05 par. Eq./mL, as shown in Table 4. However, 6 from the 9 positive samples presented par-
asite load below the reportable range (10° to 1 par. Eq./mL). In addition, all samples amplified
the Exo-IPC target, with Cts from 28.51 + 0.75 to 34.94 + 0.48, validating the true-negative
samples.

Discussion

In the early 1990s, there was a milestone in the control of Chagas disease in South America.
Countries in the Southern Cone (Argentina, Bolivia, Brazil, Chile, Paraguay, and Uruguay)
adopted measures to control the vector and to screen and test blood banks [27]. The imple-
mentation of programs for the triatomine elimination in Latin American countries has
resulted in the control of the transmission in several endemic areas by its main vector, and a
significant decrease in the incidence of new cases [1, 28]. Nevertheless, the possibility of vector
transmission still prevails since T. cruzi circulates among other triatomines species and several
small mammals in sylvatic environments in which there is human activity [4, 6]. In addition,
several outbreaks of oral infection in endemic areas are generally related to the consumption
of contaminated [29].

T. cruzi transmission via the oral route is not a recent event since it represents the main
route of contamination between vectors and animals and is one of the main mechanisms of
parasite dispersion among mammals [4]. Originally sporadic reported, orally acquired Chagas
disease seem to be increasing among populations in several Brazilian states [6] and in other

Table 3. Exclusivity assay with other Trypanosomatids. Assay was tested with serial dilutions of purified DNAs from different species of Trypanosomatids that ranged
from 10* to 0.1 parasites equivalents/mL. Results are shown as Ct mean + SD obtained from duplicates of each DNA concentration.

Samples 10* par.Eq/mL 10° par.Eq/mL 10 par.Eq/mL 10 par.Eq/mL 1 par.Eq/mL 0.1 par.Eq/mL
Ct+SD Ct +SD Ct = SD Ct+SD Ct +SD Ct+SD
L. amazonensis NA NA NA NA NA NA
L. braziliensis NA NA NA NA NA NA
Crithidia sp. NA NA NA NA NA NA
Herpetomonas sp. NA NA NA NA NA NA
T. rangeli 22.95+0.58 27.83 £0.62 31.18 £ 0.30 32.95+£0.20 33.94 £ 0.64 38.91 £ 0.60

NA: No amplification

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0246435.t003
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Table 4. Validation of the multiplex real time qPCR assay. Forty-five agai pulp samples were obtained from different points of sale at the Coari city (Amazonas State,

Brazil). T. cruzi was detected and quantified using primers targeting satDNA in the multiplex qPCR assay. Results are indicated as Ct mean * SD and parasite load is

shown as parasite equivalents/mL.

Agai Samples Targets Ct+ SD Parasite Load (Par.Eq/mL)* Microscopy

1 satDNA 36.42 19.05 Negative
Exo-IPC 33.17+£0.39

2 satDNA 34.64 0.21* Negative
Exo-IPC 33.23 +0.66

3 satDNA 35.97 0.10* Negative
Exo-IPC 31.24 +2.56

4 satDNA 41.99 0.002* Negative
Exo-IPC 34.94 +0.48

5 satDNA 37.49 10.60 Negative
Exo-IPC 34.27 £0.12

6 satDNA 3791 8.44 Negative
Exo-IPC 32.84 +0.06

7 satDNA 39.31+1.90 0.02 £ 0.01* Negative
Exo-IPC 33.40 £ 0.47

8 satDNA 37.67 0.03* Negative
Exo-IPC 28.53 +£0.42

9 satDNA 37.29 0.04* Negative
Exo-IPC 29.88 +£0.02

10 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 3220+ 0.42

11 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 34.80 + 0.94

12 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 33.09 £0.21

13 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 33.99 +£0.08

14 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 32.54 +0.07

15 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 32.82+0.12

16 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 33.11+0.08

17 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 33.02+0.28

18 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 32.88 £ 0.37

19 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 32.54+0.41

20 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 32.72+0.15

21 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 32.23+0.73

22 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 31.89+0.25

23 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 31.61 +0.25

(Continued)
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Table 4. (Continued)

Agai Samples Targets Ct+SD Parasite Load (Par.Eq/mL)* Microscopy

24 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 31.92+0.27

25 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 32.90+0.19

26 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 32.18 £0.16

27 satDNA NA Negative Negative
Exo-1PC 32.63£0.16

28 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 32.62 £ 0.90

29 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 31.78 £ 0.16

30 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 33.42+0.21

31 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 33.07 £ 0.05

32 satDNA NA Negative Negative
Exo-1PC 34.10 £ 0.26

33 satDNA NA Negative Negative
Exo-1PC 33.39 £ 0.02

34 satDNA NA Negative Negative
Exo-1PC 32.94 £ 0.16

35 satDNA NA Negative Negative
Exo-1PC 31.54 + 0.86

36 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 32.73+0.31

37 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 29.41 +0.24

38 satDNA NA Negative Negative
Exo-1PC 29.20 £ 0.60

39 satDNA NA Negative Negative
Exo-1PC 29.63 £ 0.45

40 satDNA NA Negative Negative
Exo-1PC 28.51 £ 0.75

41 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 29.23 +0.11

42 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 28.68 + 0.01

43 satDNA NA Negative Negative
Exo-IPC 30.20+0.19

44 satDNA NA Negative Negative
Exo-1PC 29.87 £ 0.40

45 satDNA NA Negative Negative
Exo-1PC 34.08 £ 0.52

ND: Non-detected. Sample did not show any Ct value to this target, to the threshold set at 0.02.

*Parasite Load is below the reportable range (10° to 1 par. Eq./mL). The sample is positive for T. cruzi detection, but the Parasite Load is not quantifiable with accuracy.

&Samples without standard deviation for the parasite load amplified in only one technical replicate, at the gPCR assay targeting T. cruzi satDNA.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0246435.t004
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Table 5. Comparison between different published methodologies for molecular detection of T. cruzi in agai samples.

Reference | Centrifugation prior DNA purification Exogenous Internal DNA detection molecular-based = qPCR efficiency =~ Validation with

DNA purification methodology Control methodology field samples
Ferreira et al., No DNAzol (Invitrogen); No Conventional PCR Tc189Fw2/ - No
2016 [30] NucleoSpin Food Kit Tc189Rv3
(Machery-Nagel); CTAB
Godoi et al., | Triple centrifugation Phenol-chloroform No Singleplex SYBR Green gPCR TCZ1/TCZ2: No
2017 [24] TCZ1/TCZ2; Ep1F/EpIR 80.82% Ep1F/
Ep1R: 85.48%
Mattos et al., Yes QIAamp DNA Mini Kit No Singleplex TagMan qPCR Cruzi 32/ | Cruzi32/148: No
2017 [22] (Qiagen); QIAamp DNA 148 and TagMan probe71 91.25%
Stool Mini Kit (Qiagen) (FAM-NFQ)
De Oliveira | Triple centrifugation Phenol-chloroform No Conventional PCR TCZ1/TCZ2 - No
etal., 2019
[23]
Ferreira et al., No CTAB rbcL (plant Conventional PCR Tc189Fw2/ - Yes. Qualitative
2018 [25] chloroplast gene) Tc189Rv3 validation
Cardoso No Illustra Tissue and Cells No Singleplex SYBR Green qPCR TCZ3/TCZ4: No
et al., 2020 genomicPrep Mini Spin TCZ3/TCZ4 103.98%
[26] Kit (GE Healthcare)
Present study Yes High Pure PCR Template Synthetic DNA Multiplex TagMan qPCR Cruzil/ | Cruzil/Cruzi2: Yes. Qualitative
Preparation Kit (Roche | (EXO-IPC, Applied | Cruzi2 and TagMan probe Cruzi3 89.65% and quantitative
Life Science) Biosystems) (FAM-NFQ); EXO-IPC (Applied validations
Biosystems)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0246435.t005

endemic Latin American countries as well [11]. However, in the Northern region of Brazil, the
oral transmission poses significant importance, mainly due to the daily diet based on the con-
sumption of food in natura, which means unpasteurized homemade or artisan fresh food.
Besides that, acai, which is macerated to produce a paste or drink, has been identified as the
most frequent food involved in cases of orally acquired acute Chagas disease in Brazil [30, 31].

T. cruzi oral transmission prevention has proved to be relatively difficult, giving rise to the
public health system a new demand to face orally acquired Chagas disease. Although guide-
lines for minimizing contamination by microorganisms and parasites during the processing in
the food chain have already been established [20, 32], it is necessary to assess the quality of agai
products that are sold and consumed by the population. Some studies that allow the molecular
identification of the parasite in different food sources are already being developed and pub-
lished [22-26, 30]. Table 5 resumes all the recent manuscripts reporting the use of molecular
methods to detect T. cruzi in agai samples in comparison to the present study. It is possible to
observe important differences between them, especially regarding DNA extraction methodolo-
gies and the use of internal controls.

The first step of the present work was to verify if the methodology chosen for DNA extrac-
tion was efficient to extract a high-quality genomic DNA from T. cruzi in agai samples. One of
the biggest challenges for DNA extraction from parasites in such a complex food matrix lies on
the presence of inhibitors that can be co-purified with the DNA during the extraction step and
can reduce the efficiency of the PCR. Acai is composed of a significant portion of lipids, pro-
teins, carbohydrates, soluble and non-soluble dietary fibers, fatty acids, a variety of minerals,
and high antioxidant compound content, like anthocyanins, and phenolic compounds [33].
Presently, there are several methods available for DNA extraction from different sorts of sam-
ples, food matrices included, and they can be based on commercial kits or can be in-house
methods. Despite being low cost and offer a high concentration of DNA, in-house methods,
such as phenol-chloroform and CTAB are often laborious and not suitable to assess large-scale
analyzes, since they are not reproducible, simple, or rapid protocols. In relation to DNA
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extraction using a commercial kit, there is a concerning due to acai viscosity, which can impair
the procedure [22], mainly because of clogging of the silica-membrane. Because of that, even
though many commercial kits are available for extracting DNA from different matrices, only a
limited number can be used for DNA purification from processed food products, which can
make these kits even more expensive. Particularly, the kit used in this study has an inhibitor
removal buffer that permits removing inhibitors residues that could have remained in agai
samples.

As a first attempt to increase the sensitivity of the methodology in this study, artificially
contaminated agai samples were submitted to a pre-lysis stage, through mixing an equal vol-
ume of agai and 2X of a lysis buffer (Guanidine-HCI 6M/EDTA 0.2M pH 8.0) at room temper-
ature. Guanidine-HCI can disrupt cells in addition to inhibiting nucleases, being a chaotropic
salt commonly used for isolation of nucleic acids from cellular extracts. Thus, this reagent
facilitates the preservation of nucleic acids in biological fluids [34, 35] and the sample transport
from the field to the laboratory. Several previous studies related to molecular diagnosis of 7.
cruzi in blood samples have already incorporated this step into the methodology, due to its
importance as a stabilizing buffer to the sample [36-39].

The use of negative and positive controls in qPCR is essential to ensure the reliability of the
reaction, avoiding false-positive or false-negative results. However, especially in qPCR assays it
is also necessary to include an internal amplification control to monitor the reproducibility of
DNA extraction and the absence of PCR inhibition (total or partial). In previous studies for
the molecular diagnosis of Chagas disease, a target at the host DNA, such as RNAse P, or an
exogenous DNA, were used as internal amplification controls, to avoid false negative results,
which can occur when working with highly complex material [40], and to correct and normal-
ize DNA variations between samples. However, to date, published studies related to T. cruzi
molecular diagnosis in food samples, through qPCR, have not included an internal amplifica-
tion control, despite using negative and positive controls in the reactions. In our study, we
used a synthetic DNA to monitor the efficiency of the DNA extraction and the absence of
inhibitors at gPCR. The reproducibility of the qJPCR was confirmed since there was no varia-
tion in Exo-IPC Ct values, regardless T. cruzi concentration at the samples. Besides that, our
internal amplification control was amplified in all agai samples, validating the true-negative
results.

In most outbreaks, the presence of T. cruzi in food is, normally, detected by traditional
methods, such parasite isolation and microscopic investigation. And, although this practice
presents results with high specificity, microscopic examination is a labor-intense, time con-
suming method and has low sensitivity, being minimally effective when only a few microor-
ganisms exist in a sample [41]. Namely, the characteristic dark color of the agai fruit, which is
associated with high anthocyanin concentrations and a large amount of organic matter [33],
greatly limit the possibility of parasites detection during microscopic visualization [42]. In this
context, molecular methods can overcome these limitations and provide specific diagnosis and
T. cruzi genotyping [25]. The qPCR developed in the present study showed improved sensitiv-
ity and linearity, that have also been observed in previous studies. Besides that, in the inclusiv-
ity assay, it was possible to observe that all the six T. cruzi DTUs could be detected in GEA
samples. Despite the remarkable inclusivity of the multiplex real time PCR assay, we could also
observe that the Dm28c (TcI) presented higher Ct values for the satDNA target than the other
DTUs, in general. This result corresponds with previous observations that the T. cruzi DTU I
present a lower number of copies for the nuclear satellite DNA [43]. Regarding the exclusivity
assay, it was possible to observe that DNA of other trypanosomatids species showed no cross-
amplification in any concentration tested. However, when we tested different concentrations
of T. rangeli DNA, qPCR was positive, confirming the previous observed cross-amplification
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of T. rangeli with the selected primers and probe set [44, 45]. This expected result did not
impair the use of this methodology to detect and quantify T. cruzi in agai samples, in cases of
Chagas disease oral outbreaks, since T. rangeli will not cause any symptoms in humans, in con-
trast to the acute infection triggered by T. cruzi. In addition, there are important differences in
the biological cycles of T. rangeli and T. cruzi inside the insect vector, where the former is prac-
tically not founded at the triatomine feces since it colonizes the salivary gland of the insects.
On the other hand, it is expected that the acai contamination by T. cruzi occurs mostly due to
triatomine feces contaminated with the parasite prior the insect itself. Thus, even in the pres-
ence of mixed contaminations T. cruzi + T. rangeli in triatomines at the acai palm tree, the
presence of T. rangeli DNA in agai pulp should be rare. However, new molecular targets
should be investigated to enhance the specificity for the T. cruzi parasite load quantification in
acai samples.

In relation to the analysis of commercial acai-based samples, this work is, until now, the
first one that has assessed, using a methodology based on Real-Time quantitative PCR, samples
gathered from street markets of an endemic area. To build the standard curve to estimate the
parasite load in the agai pulp samples, a T. cruzi clone from DTU I (TcI) was chosen, due to
the previous identification of the high prevalence of TcI in samples from the Amazon region
in Brazil [25, 46, 47]. The qPCR screening of these 45 GEA samples was shown to be more sen-
sitive than microscopic examination, since the molecular method revealed a positivity of 20%
(9/45), whereas all samples were negative for T. cruzi by direct observation at optical micro-
scope. Probably it occurs due to the very low parasite load observed in most of samples, where
6 from the 9 positive samples presented parasite load below the reportable range (10° to 1 par.
Eq./mL), being detectable by the qPCR but not quantifiable with acceptable accuracy. Ferreira
etal. [25] determined, in food samples commercialized in Rio de Janeiro and Para states, T.
cruzi contamination rates and molecular characterization through conventional PCR and mul-
tilocus PCR analysis, respectively. And, although the set of primers showed high specificity,
since there was no amplification for T. rangeli and other trypanosomatids genomic DNA, the
chosen target had lower sensitivity. Interestingly, from the 140 samples of agai-based products
they analyzed, 14 samples (10%) were positive for T. cruzi DNA and triatomine DNA was also
detected in one of these 14 samples. A previous study [48] also found insect fragments in acai
samples and these findings may reinforce the link between agai and the presence of infected
vectors or mammals near of the outbreak locations.

Regarding the use of molecular methodologies as a diagnosis tool, T cruzi DNA detection
by itself does not mean the presence of viable parasite in the sample, once DNA molecule can
remain stable even a little after parasite death [23, 49, 50]. Nevertheless, the detection of the
parasite DNA can be important to identify problems related to good manufacturing practices
throughout the production chain and in the epidemiological investigation of orally acquired
Chagas disease outbreaks. In this context, our results present a simple and rapid extraction
protocol, directly from agai samples, with a simple step for sample stabilization and DNA
extraction based on silica-membrane spin columns. In addition to a highly sensitive multiplex
qPCR-based methodology, which includes a commercial exogenous internal positive control.
The integrated methodologies standardized herein can assist in the surveillance of commer-
cialized agai-based products, in a large-scale basis, and can be a powerful tool for a better
understanding about orally acquired Chagas disease and for strategies to assure the safety of
agai, such as in prevention, and control analysis. Of note, only the detection of T. cruzi DNA
in agai pulp samples should not lead to the discarding of the food products, since this detection
can remain positive even after the agai sterilization by blanching or pasteurization. Therefore,
more studies should be performed to evaluate the potential of DNA and other molecules to
detect infectant parasites in agai samples.
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Methods
Ethics statement

The study was approved by the ethical committees of the Universidade Federal do Amazonas
(CAAE: 97439918.5.1001.5020, Approval number: 2.961.307) following the principles
expressed in the Declaration of Helsinki. Written informed consents were obtained from the
owners of the street market stores.

Acai samples

Forty-Five acai pulp samples, gathered randomly from different street markets in the Coari
municipality (Amazonas States, Brazil) in June 2018, were used in this study. The agai pulps
were purchased in a region comprised between 4°05°02.0"S 63°08°36.0"W at North, 4°
06’04.0"S 63°08’49.0"W at South, 4°05’14.0"S 63°08’06.0"W at East and 4°06’01.0"S 63°
09°02.0"W at West of the city. Prior the pulp preparation, acai fruits were submitted to sterili-
zation at the stores, by blanching (the fruits are immersed in a water bath at 80°C for 107, fol-
lowed by the immersion in a water bath at room temperature for 2 minutes). Then, the pulps
were prepared by the smashing of the acai fruit and mixing with water. All the acai fruits were
collected at palms from the Coari municipality, except for 1 sample, collected at the Codajas
municipality, also in the Amazon state.

Trypanosoma cruzi cultivation

Strains and clones of Trypanosoma cruzi, belonging to subpopulations classified between
DTUs I to VI: Dm28c (TcI), Y (TcII), INPA 3663 (TcIII), INPA 4167 (TcIV), LL014 (TcV)
and CL (TcVI), were obtained from Colegdo de Protozodrios of Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio
de Janeiro, Brazil (Fiocruz, COLPROT, http://www.colprot.fiocruz.br). Epimastigotes were
cultured in LIT (Liver Infusion Tryptose—BD, USA) medium supplemented with 10% of
heat-inactivated Bovine Fetal Serum (Invitrogen, Massachusetts, USA), at 28°C for 5 days, to
reach logarithmic growth phase. Parasites were harvested by centrifugation (3000x g for 10
minutes, at 4°C), washed three times with 0.15 M NaCl, 0.01 M phosphate buffer pH 7.2 (PBS)
and resuspended in the same solution, prior to artificial contamination of agai pulp samples
and DNA extraction. Parasite growth was estimated by counting cells in the Neubauer Cham-
ber hemocytometer using an optical microscope and expressed as parasites/mL.

Preparation of Guanidine-EDTA Acai (GEA) samples

For analytical validation, agai pulp samples were provided by the Instituto Nacional de Con-
trole de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brazil.

Samples were separated into 5mL aliquots and mixed with an equal volume of a lysis solu-
tion containing 6M Guanidine-HCL/0.2 N EDTA pH 8.0 (1:1 ratio). The total volume of agai
lysate (GEA) was centrifugated at 10,000 xg for 10 minutes at room temperature. After the cen-
trifugation, GEA supernatants were recovered and stored at 4°C until DNA extraction (Fig 3).

DNA extraction

Each 300 pL of GEA supernatant sample was extracted using the High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche Life Science, Mannheim, Germany), a kit based on silica-membrane
spin columns technology. The DNA purification protocol was carried out according to the
manufacturer’s instructions, with some modifications, including the volume of sample that
was increased from 200 to 300 uL. Briefly, during the proteinase K lysis step, the GEA samples
were incubated for 2 hours at 56°C. In addition, at the DNA elution step, a volume of 100 pL
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Fig 3. Scheme for the preparation of Guanidine-EDTA Ac¢ai (GEA) samples and DNA extraction using the Exogenous
Internal Positive Control (Exo-IPC). The scheme shows the DNA extraction from the supernatant of the GEA spiked with
EXO-IPC synthetic DNA, using a silica-column based commercial kit.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0246435.9003

of elution buffer was used to elute the purified DNA. The DNA samples were stored at -20°C
and their purity and concentration were estimated using a NanoDrop 2000c spectrophotome-
ter (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) at 260/280 and 260/320 nm.

In the present study, to monitor the reproducibility of the DNA extraction and the absence
of inhibitors at PCR, the commercial kit TagMan Exogenous Internal Positive Control
Reagents (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was used. The EXO-IPC DNA is a syn-
thetic molecule that presents no homology to any DNA sequences available in public data-
bases. Thus, 300 uL GEA supernatant were spiked with 2 uL of the EXO-IPC DNA before
DNA extraction. This EXO-IPC is supplied in a commercial kit format that also contains a set
of pre-designed primers and TagMan probe (VIC/TAMRA), targeting the synthetic DNA
sequence.

For each DNA extraction batch (containing up to 11 samples), one negative control of the
DNA extraction step was included, using a negative GEA supernatant sample. A sample was
considered valid when the EXO-IPC target amplified with expected Ct values.

Quantitative multiplex real-time PCR (qPCR) assays

Multiplex real time PCR assays were performed for the detection and absolute quantification of
the Exo-IPC and T. cruzi satDNA targets in GEA samples, respectively. Reactions were carried out
in a final volume of 20 pL, containing 5 uL of DNA as a template, 10uL of 2x FastStart TagMan™
Probe Master Mix (Roche Life Science, Mannheim, Germany), 750 nM cruzil and cruzi2 primers
and 250 nM cruzi3 probe (FAM/NFQ-MGB) targeting T. cruzi nuclear satellite DNA (satDNA)
and 1pL of the 10x EXO-IPC Mix from the TagMan Exogenous Internal Positive Control
Reagents commercial kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), that contains a set of prim-
ers and probe (VIC/TAMRA) targeting the synthetic EXO-IPC DNA. Sequences of both sets of
primers and probes are described in Table 6. Quantitative assays were performed on the Viia7
equipment (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with the following cycling conditions:
50°C for 2 min, 95°C for 10 min, followed by 45 cycles at 95°C for 15 s and 58°C for 1 min. The
threshold was set at 0.02 for both targets in all real time PCR assays.

To build the standard curves for the T. cruzi absolute quantification, negative GEA samples
were spiked with T. cruzi (Dm28c clone, Tcl) to reach the 10° epimastigotes/mL concentra-
tion, prior to supernatant isolation and DNA extraction. In parallel, DNAs were extracted
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Table 6. Primer sets and probes sequences for the multiplex qPCR assay.

Target Primers/Probes Sequences Amplicon size Reference
T. cruzi satellite DNA (Sat-DNA) Cruzi 1 (Forward) ASTCGGCTGATCGTTTTCGA 165 bp Piron et al., 2007 [51]
Cruzi 2 (Reverse) AATTCCTCCAAGCAGCGGATA
Cruzi 3 (Probe) FAM-CACACACTGGACACCAA-NFQ-MGB
EXO-IPC (VIC/TAMRA) Not Available Not Available Not Available Applied Biosystems (4308323)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0246435.t006

from negative GEA sample supernatants and pooled, to be used as diluent for the standard
curve. The curves were generated by ten-fold serial dilution of DNA from spiked GEA sample
in DNA from negative GEA sample, ranging from 10° to 1 T. cruzi equivalents/mL.

Each 96-well reaction plate included the standard curve, Negative Template Control (ultra-
pure water instead DNA template) and two positive controls (T. cruzi DNA at 10 fg/uL and 1
fg/uL.

Inclusivity and exclusivity assays

For the development of qQPCR methods some parameters for analytical validation were
included, such as: Inclusivity study (i), comprising the detection of the target strains, and
exclusivity study (ii), involving the lack of response of closely related non-target strains, which
can be potentially cross reactive, but are not expected to be detected [52]. (i) Inclusivity study:
to assess the ability of this gPCR methodology to detect the T. cruzi target, genomic DNA were
tested from a representative panel of T. cruzi strains/clones belonging to the six different
DTUs: Dm28c (Tcl); Y (TcIl); INPA 3663 (TcIIl); INPA 4167 (TcIV); LL014 (TcV); CL Brener
(TcVI). Samples were obtained from the serial dilution of DNA extracted from GEA spiked
with 10° parasites/mL, in negative GEA DNA, and assayed in duplicates, with concentrations
ranging from 10* to 10" parasite equivalents/mL. (ii) Exclusivity study: to assess this qPCR
methodology’s lack of response from closely related non-target strains, serial dilutions of geno-
mic DNA obtained from other species of trypanosomatids were tested: Trypanosoma rangeli,
Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) braziliensis, Herpetomonas mus-
carum, and Crithidia fasciculata. Samples were assayed in duplicates, with concentrations
ranging from 10 to 0.1 parasite equivalents/mL.

Optical microscopy

Agai pulp samples were analyzed for the presence of T. cruzi epimastigotes or trypomastigotes
by optical microscopic examination. One drop from agai pulp was diluted in one drop of ster-
ile saline solution, NaCl 0.85% (c.50 pL), on a glass slide and examined by microscopy between
slide and coverslip, at magnifications of 200-400x.

Statistical analysis

All experiments were performed at least in biological triplicates and experimental duplicates
and data are reported as arithmetic mean + standard deviation. All statistical tests were con-
ducted using the SigmaPlot for Windows Version 12.0 (Systat Software, Inc., California, USA).
Student’s t test or Mann-Whitney Rank-Sum tests were adopted to analyze the statistical sig-
nificance of the apparent differences, according to the parametric or non-parametric distribu-
tion of the data. A p-value less than 0.05 was considered statistically significant (p<0.05).

The Tukey’s criterion (boxplots) [53] was used to detect samples with outlier Ct values for
Exo-IPC (Cts>75th percentile+1.5xinterquartile distance of median Ct), which would indicate
inhibition or material loss in samples from a same experimental group with n>10".
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Qualitative or quantitative molecular diagnosis of T. cruzi infection in invertebrate
hosts, based on qPCR, presents several advantages over optical microscopy,
considered the classical method of diagnosis. Nevertheless, a recurring question
concerning T. cruzi DNA detection/quantification is related to the fact that DNA
amplification, by itself, does not differentiate between viable or dead parasites. On the
other hand, RNA can be considered a potential molecular marker of pathogens
viability. Herein, we developed a quantitative real-time PCR with reverse Transcription
(RT-gPCR) to quantify viable T. cruzi in artificially infected Rhodnius prolixus whilst
evaluating the differences between DNA and mRNA quantification along the insect
midgut during 5, 9, 15 and 29 days after feeding. The RT-gPCR presented an
improved performance with linearities ranging from 10 7 to 10 2 parasites
equivalents and 3 to 0.0032 intestine unit equivalents, and efficiencies of 100.3% and
102.8% for both T. cruzi and triatomine targets, respectively. Comparing both RT-
gPCR and gPCR, we confirmed that RNA is shortly degraded, no longer being
detected at day 1 after parasite lysis, while DNA detection was stable, with no
decrease in parasite load over the days, even after parasite lysis. We also observed
statistical differences between the quantification of the parasite load by DNA and by
RNA, especially on day 15 after feeding of experimentally infected R. prolixus .
Moreover, when assessing different portions of the digestive tract, by RT-qPCR, we
could detect a statistically significant reduction in the parasite amount in the anterior
midgut of these insects on day 29 after feeding. Oppositely, we could observe a
statistically significant increase of the parasite load in the hindgut on the same day.
Assessing the parasite's viability using mRNA as a molecular viability marker will
contribute to understanding the dynamics of the parasite infection in vertebrate and
invertebrate hosts and explore new possibilities for trypanocidal drugs evaluation as
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epidemiological investigation of Chagas disease.

Suggested Reviewers: Rita Souza
Fundacao Oswaldo Cruz Centro de Pesquisas René Rachou: Fundacao Oswaldo Cruz
Instituto Rene Rachou
rita.souza@fiocruz.br
Expert in the field

Cicero Brasileiro

UFF: Universidade Federal Fluminense
cicerobrasileiro@globo.com

Expert in the field

Rosa Maldonado

UTEP: The University of Texas at El Paso
ramaldonado@utep.edu

Expert in the field

Inés Zulantay
Universidad de Chile
izulanta@med.uchile.cl
Expert in the field

Opposed Reviewers: Juan David Ramirez
Icahn School of Medicine at Mount Sinai

Conflict of interest

Hervé Rogez
UFPA: Universidade Federal do Para

Conflict of interest

Vanete Soccol
UFPR: Universidade Federal do Parana

Conflict of Interest

Ana Caroline Oliveira
UFPR: Universidade Federal do Parana

Conflict of interest

Michelle Sfeir
UFPR: Universidade Federal do Parana

Conflict of interest

Emanuel Maltempi de Souza
UFPR: Universidade Federal do Parana

Conflict of interest

Maria Elena Crespo Lépez
UFPA: Universidade Federal do Para

Conflict of interest
Additional Information:

Question Response

Financial Disclosure This study was financed in part by the Coordination for the Improvement of Higher
Education Personnel (Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

Enter a financial disclosure statement that - CAPES) - Finance Code 001. This work also received financial support from Inova

describes the sources of funding for the  Fiocruz (VPPCB/Fiocruz), Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

work included in this submission. Review Tecnoldgico (CNPq) and Fundagao Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do

the submission guidelines for detailed Rio de Janeiro (FAPERJ). OC Moreira is a researcher fellow of CNPq1D

Powered by Editorial Manager® and ProduXion Manager® from Aries Systems Corporation


http://journals.plos.org/plosntds/s/submission-guidelines#loc-financial-disclosure-statement

requirements. View published research (311539/2020-3) and FAPERJ (JCNE, E-26/203.031/2018). The funders had no role in
articles from PLOS NTDs for specific study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the
examples. manuscript.

This statement is required for submission
and will appear in the published article if
the submission is accepted. Please make
sure it is accurate.

Unfunded studies

Enter: The author(s) received no specific

funding for this work.
Funded studies

Enter a statement with the following details:

« Initials of the authors who received each
award

* Grant numbers awarded to each author

* The full name of each funder

* URL of each funder website

+ Did the sponsors or funders play any role in

the study design, data collection and
analysis, decision to publish, or preparation
of the manuscript?

* NO - Include this sentence at the end of
your statement: The funders had no role in
study design, data collection and analysis,
decision to publish, or preparation of the
manuscript.

* YES - Specify the role(s) played.

* typeset

Competing Interests The authors have declared that no competing interests exist.

Use the instructions below to enter a
competing interest statement for this
submission. On behalf of all authors,
disclose any competing interests that
could be perceived to bias this
work—acknowledging all financial support
and any other relevant financial or non-

Powered by Editorial Manager® and ProduXion Manager® from Aries Systems Corporation


http://journals.plos.org/plosntds/
http://journals.plos.org/plosntds/s/competing-interests

financial competing interests.

This statement will appear in the
published article if the submission is
accepted. Please make sure it is
accurate. View published research articles
from PLOS NTDs for specific examples.

NO authors have competing interests

Enter: The authors have declared that no

competing interests exist.

Authors with competing interests

Enter competing interest details beginning

with this statement:

I have read the journal's policy and the
authors of this manuscript have the following
competing interests: [insert competing

interests here]

* typeset

This statement is required for submission
and will appear in the published article if
the submission is accepted. Please make
sure it is accurate and that any funding
sources listed in your Funding Information
later in the submission form are also
declared in your Financial Disclosure

statement.

Data Availability Yes - all data are fully available without restriction

Powered by Editorial Manager® and ProduXion Manager® from Aries Systems Corporation


http://journals.plos.org/plosntds/

Authors are required to make all data
underlying the findings described fully
available, without restriction, and from the
time of publication. PLOS allows rare
exceptions to address legal and ethical
concerns. See the PLOS Data Policy and
FAQ for detailed information.

A Data Availability Statement describing
where the data can be found is required at
submission. Your answers to this question
constitute the Data Availability Statement
and will be published in the article, if
accepted.

Important: Stating ‘data available on request
from the author’ is not sufficient. If your data
are only available upon request, select ‘No’ for
the first question and explain your exceptional

situation in the text box.

Do the authors confirm that all data
underlying the findings described in their
manuscript are fully available without

restriction?

Describe where the data may be found in All relevant data are within the manuscript and its Supporting Information files.
full sentences. If you are copying our

sample text, replace any instances of XXX

with the appropriate details.

« If the data are held or will be held in a
public repository, include URLs,
accession numbers or DOls. If this
information will only be available after
acceptance, indicate this by ticking the
box below. For example: All XXX files
are available from the XXX database
(accession number(s) XXX, XXX.).

« If the data are all contained within the

Powered by Editorial Manager® and ProduXion Manager® from Aries Systems Corporation


http://journals.plos.org/plosntds/s/data-availability
http://journals.plos.org/plosntds/s/data-availability#loc-faqs-for-data-policy

manuscript and/or Supporting
Information files, enter the following:
All relevant data are within the
manuscript and its Supporting
Information files.

If neither of these applies but you are
able to provide details of access
elsewhere, with or without limitations,
please do so. For example:

Data cannot be shared publicly because
of [XXX]. Data are available from the
XXX Institutional Data Access / Ethics
Committee (contact via XXX) for
researchers who meet the criteria for
access to confidential data.

The data underlying the results
presented in the study are available
from (include the name of the third party
and contact information or URL).

« This text is appropriate if the data are
owned by a third party and authors do
not have permission to share the data.

* typeset

Additional data availability information:

Powered by Editorial Manager® and ProduXion Manager® from Aries Systems Corporation



Cover Letter to PLoS NTD

Ministério da Saude
FIOCRUZ

Fundacgéo Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

Rio de Janeiro, December 14t 2021

To: Editor - PLoS Neglected Tropical Diseases

Dear Editor,

Please find enclosed the manuscript entitled “RNA as a Feasible Marker of Trypanosoma cruzi Viability
During the Parasite Interaction with the Triatomine Vector Rhodnius prolixus (Hemiptera, Triatominae)” by
Paula Finamore-Araujo, Gabriel Lucio Celestino da Silva, Cecilia Stahl Vieira, Daniele Pereira de Castro and
Otacilio Cruz Moreira, to be submitted as an original research article to PLoS Neglected Tropical Diseases.

Chagas disease (CD) is a neglected tropical illness caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, still
endemic in 21 countries in America. It affects approximately 6 million people and causes, on average, about
14,000 deaths per year. In the last decade, this neglected tropical disease has become a global concern
because of the increasing migration from Latin America to non-endemic countries. T. cruzi has a complex
biological cycle, as it develops between vertebrate hosts, including several domestic and sylvatic mammal
species, and vectors belonging to the subfamily Triatominae (Hemiptera: Reduviidae).

Currently, there has been interest in distinguishing DNA and RNA amplification signals of several
pathogens for viability assessment. However, a recurring question regarding the quantification of T. cruzi
through its DNA detection extends to the fact that it is not clearly elucidated if the presence of DNA is related
to the detection of viable infectious parasites. In this context, developing a highly sensitive molecular assay
can offer significant advantages such as rapid identification and quantification of T. cruzi viability. Furthermore,
the analisis of parasite viability may contribute to better investigations of the parasite infection dynamics in
invertebrate hosts and vector competence. In this study, we developed a quantitative real-time PCR with
reverse Transcription (RT-qPCR) to quantify viable T. cruzi in artificially infected Rhodnius prolixus whilst
evaluating the differences between DNA and mRNA quantification along the insect midgut in different days
after feeding and in different portions of the digestive tract. We note important differences between T. cruzi
DNA and RNA quantification and could accurately observe the dynamic of parasite-invertebrate host
interaction.

The manuscript has not been published before nor will be presently submitted or published elsewhere.
We believe this investigation is in accordance with the Journal scope. All authors responsible for its content
approved the present form of the manuscript and declare that they have no competing interests.

Corresponding authors: Otacilio C. Moreira E-mail: otacilio@ioc.fiocruz.br
Telephone contact: (+55 21) 2562-1773

Sincerely yours,

Plataforma de PCR em Tempo Real RPT0O9A

Laboratério de Biologia Molecular e Doencas Endémicas

Instituto Oswaldo Cruz/Fundacdo Oswaldo Cruz

Avenida Brasil 4365, Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ, 21045-900, Brasil

Av. Brasil, 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro, R] 21045-900 - Brasil



Manuscript Finamore-Araujo et al to PLoS NTD Click here to access/download;Manuscript;Manuscript
Finamore-Araujo et al.docx

3 RNA as a Feasible Marker of Trypanosoma cruzi Viability During the
4 Parasite Interaction with the Triatomine Vector Rhodnius prolixus

5 (Hemiptera, Triatominae)

6 Paula Finamore-Araujo!, Gabriel Lucio Silva da Fonseca?, Cecilia Stahl Vieira?,

7 Daniele Pereira de Castro?, Otacilio Cruz Moreiral”

10

11
12 'Real Time PCR Platform RPT09A, Laboratory of Molecular Biology and Endemic

13  Diseases, Oswaldo Cruz Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro,
14  Brazil.

15  ?Laboratory of Biochemistry and Physiology of Insects, Oswaldo Cruz Institute,
16  Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro, Brazil.

17

18 *Corresponding author

19 E-mail: otacilio@ioc.fiocruz.br

20

21
22

23


https://www.editorialmanager.com/pntd/download.aspx?id=1085580&guid=4807f255-9e86-4914-a69a-7ec4fe94c3b6&scheme=1
https://www.editorialmanager.com/pntd/download.aspx?id=1085580&guid=4807f255-9e86-4914-a69a-7ec4fe94c3b6&scheme=1

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

Abstract

Qualitative or quantitative molecular diagnosis of T. cruzi infection in invertebrate
hosts, based on gPCR, presents several advantages over optical microscopy,
considered the classical method of diagnosis. Nevertheless, a recurring question
concerning T. cruzi DNA detection/quantification is related to the fact that DNA
amplification, by itself, does not differentiate between viable or dead parasites.
On the other hand, RNA can be considered a potential molecular marker of
pathogens viability. Herein, we developed a quantitative real-time PCR with
reverse Transcription (RT-gPCR) to quantify viable T. cruzi in artificially infected
Rhodnius prolixus whilst evaluating the differences between DNA and mRNA
guantification along the insect midgut during 5, 9, 15 and 29 days after feeding.
The RT-qPCR presented an improved performance with linearities ranging from
107 to 10? parasites equivalents and 3 to 0.0032 intestine unit equivalents, and
efficiencies of 100.3% and 102.8% for both T. cruzi and triatomine targets,
respectively. Comparing both RT-gPCR and gPCR, we confirmed that RNA is
shortly degraded, no longer being detected at day 1 after parasite lysis, while
DNA detection was stable, with no decrease in parasite load over the days, even
after parasite lysis. We also observed statistical differences between the
quantification of the parasite load by DNA and by RNA, especially on day 15 after
feeding of experimentally infected R. prolixus. Moreover, when assessing
different portions of the digestive tract, by RT-gPCR, we could detect a
statistically significant reduction in the parasite amount in the anterior midgut of
these insects on day 29 after feeding. Oppositely, we could observe a statistically
significant increase of the parasite load in the hindgut on the same day.

Assessing the parasite's viability using mRNA as a molecular viability marker will
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contribute to understanding the dynamics of the parasite infection in vertebrate
and invertebrate hosts and explore new possibilities for trypanocidal drugs

evaluation as epidemiological investigation of Chagas disease.

Author Summary

In this study, we developed and standardized a Real-Time PCR with Reverse
Transcription (RT-gPCR) to determine T. cruzi viability in R. prolixus samples.
Moreover, we aimed to assess differences between the amplification signals of
DNA and mRNA on a T. cruzi colonization kinetics in experimentally infected R.
prolixus. Thus, it was possible to analyze the potential of parasite’s RNA as a
molecular viability marker in parasite-vector interaction. This novel RT-qgPCR
methodology has potential application in viability assessment and raises the
possibility for further monitoring of the parasite load in infected insects or studies
related to vectorial capacity. Furthermore, the analysis of parasite viability by RT-
gPCR could be an especially effective tool for Chagas disease diagnostic

purposes.

Introduction

Chagas disease is a neglected tropical iliness, caused by the flagellated
protozoan Trypanosoma cruzi, which involves a major social and economic
problem in several countries in Latin America. It is estimated that six to seven
million individuals are infected, mainly in Central and South America (1).

Moreover, although it is considered a neglected disease, Chagas disease has a
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worldwide prevalence and its presence in several countries out of the endemic
ones has turned it into a global health problem in recent years (2). This parasitosis
caused by T. cruzi infection evolved from a primitive enzooty and became a
human health problem, due to many factors such as population migrations and
increased human changes in the environment (3).

T. cruzi is represented by a group of isolates, which comprises clones and
strains, presenting great heterogeneity in biological behavior (4,5). Currently,
seven genotypes, or Discrete Typing Units (DTUs) are recognized (Tcl-TcVI and
TcBat) and identifiable by specific molecular markers (6,7). In addition, T. cruzi
has a complex biological cycle, as it develops between vertebrate hosts, including
several domestic and sylvatic mammal species, and strictly hematophagous
insect vectors belonging to the subfamily Triatominae (Hemiptera: Reduviidae)
(8,9). During its biological cycle, T. cruzi alternates between four main
development stages which can be found in both vertebrate and invertebrate
hosts, such as, bloodstream and metacyclic trypomastigotes, infective but
nonreplicative stages, as well as amastigotes and epimastigotes, noninfective but
replicative stages. In addition to these four main forms, T. cruzi have many
intermediate developmental stages. These different stages are morphologically
differentiated by the position of the kinetoplast in relation to the nucleus and the
region of emergence of the flagellum. And, besides morphological differences,
several changes in the expression of some stage-specific genes can also occur
during metacylogenesis (10,11).

Regarding the diagnosis of T. cruzi in vertebrate and invertebrate hosts,
molecular methodologies have been proposed as an alternative for an accurate

detection of T. cruzi infection, as well as making possible the examination of
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degraded or small volumes samples. DNA-based PCR methods for T. cruzi
detection in different biological samples have shown greater sensitivity,
specificity, and reproducibility than the examination through optical microscopy,
considered the classic method of analysis (12,13). Therefore, PCR or qPCR
assays are useful for qualitative or quantitative diagnosis for Chagas disease and
genotyping parasite diversity to monitor the distribution of T. cruzi DTUs in
different endemic regions (14).

Currently, there has been interest in distinguishing DNA and RNA
amplification signals of several pathogens for viability assessment (Hellyer et al.,
1999; Schneider et al., 2005; Van Der Meide et al., 2005; Norouzi et al., 2016),
specially due to the established short half-life of RNA molecules after cell death
compared to DNA molecules (15,16). However, a recurring question regarding
the quantification of T. cruzi through its DNA detection extends to the fact that it
is not clearly elucidated if the presence of DNA is related to the detection of viable
infectious parasites. In this context, developing a highly sensitive molecular assay
can offer significant advantages such as rapid identification and quantification of
T. cruzi viability. Furthermore, analyzing parasite viability may contribute to better
investigations of the parasite infection dynamics in invertebrate hosts and vector
competence. It can also contribute to quality surveillance of commercialized food,
since testing food samples for viable T. cruzi can add to a better understanding
and control of oral transmission outbreaks.

In the present study, we developed and standardized a Real-Time PCR with
Reverse Transcription (RT-gPCR) to determine T. cruzi viability in R. prolixus
samples. Moreover, we aimed to assess differences between the amplification

signals of DNA and mRNA on a T. cruzi colonization kinetics in experimentally
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infected R. prolixus. Thus, it was possible to analyze the potential of parasite's

RNA as a molecular viability marker in parasite-vector interaction.

Methods

Trypanosoma cruzi culture

Strains and clones of Trypanosoma cruzi from DTUs | to VI
subpopulations, represented by Dm28c (Tcl), Y (Tcll), INPA 3663 (Tclll), INPA
4167 (TclV), LLO14 (TcV) and CL (TcVI), were obtained from Colecdo de
Protozoarios da Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil (Fiocruz,
COLPROT, http://www.colprot.fiocruz.br). Epimastigotes forms were maintained
and grown in brain heart infusion (BHI) medium (Sigma-Aldrich) containing hemin
and supplemented with 10% heat-inactivated foetal bovine serum at 28°C for 4
days to reach late-log growth phase. Parasites were harvested by centrifugation
(3000x g for 10 min at room temperature), washed three times with 0.15 M NaCl,
0.01 M phosphate buffer pH 7.2 (PBS), prior to insect infection and DNA
extraction. The number of parasites was determined by counting in a Neubauer
hemocytometer using an optical microscope and expressed as parasites/mL.

The isolation of Dm28c (Tcl) trypomastigote and amastigote forms was
carried out using VERO cells (17,18). Briefly, cell cultures were infected with
mice-derived bloodstream trypomastigotes, in a 10:1 parasite/host cell ratio.
Meanwhile, infected cells were maintained at 37°C in a 5% CO:2 atmosphere.
After 5-6 days, the supernatant was collected, centrifuged at 500 xg for 10 min,
and held for 30 min at 37°C for the migration of trypomastigotes into the

supernatant. The amastigotes were recovered in the pellet.
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Preparation of T. cruzi lysates

1 x 108 T. cruzi epimastigotes/mL were harvested by centrifugation as
previously described, and lysates were prepared by immersing the samples in
boiling water for 20 minutes. After cooling, parasite lysates were maintained at
28°C and 300 uL aliquots were taken at different time points post-lysis (0, 1, 2
and 3 days after lysis) for further use in DNA extraction and RNA extraction. The
presence of living parasites was examined under light microscopy at a 200X

magnification.

Rhodnius prolixus maintenance, feeding and infection

R. prolixus were reared and maintained in an insectary at Laboratorio de
Bioquimica e Fisiologia de Insetos, Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de
Janeiro, under controlled temperature and humidity conditions. For the
experiments, fifth instar nymphs starved for more than 30 days were chosen and
then fed with defibrinated rabbit blood in an artificial apparatus (19). Only fully
engorged insects were selected for the assays.

T. cruzi infection was evaluated during three independent feedings using
rabbit blood containing the epimastigote forms of the parasite (1 x 10’ T cruzi
Dm28c clone/mL). These three biological replicates were performed 30 days
apart between them. Parasite quantification (detailed below) was analyzed in two
experimental replicates through three different methods, reverse transcription
guantitative PCR (RT-gPCR), quantitative PCR (qPCR) and counting on

Neubauer chamber under an optical microscope. The entire digestive tract of R.
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prolixus was dissected, separated in a pool (n=5) and analyzed on days 5, 9, 15
and 29 after feeding. Moreover, the anterior midgut (AM), posterior midgut (PM)
and hindgut (H) of infected R. prolixus were also dissected, separated in a pool
(n=5) and analyzed on different days after feeding

To validate our protocol and exclude the possibility of contamination, a
control experiment was performed with non-infected insect group fed on

uninfected blood.

Quantitative multiplex real-time PCR (qPCR) assays

Each pool, containing the corresponding of 5 digestive tracts of dissected
triatomines, were pretreated for 2 h at 56 °C with 100 pl lysis buffer containing 10
mM Tris-HCI (pH 9.2), 1 mM EDTA and 150 pg/ml proteinase K (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). DNA was purified from the lysate using QlAamp DNA mini
kit (Qiagen, Hilden, Germany) and resuspended from the silica column in a final
volume of 100 pL of elution buffer from the kit (20). DNA was stored at — 20 °C
until further analysis. Multiplex gPCR reactions were carried out in a final volume
of 20 pl, containing 2 ul DNA (8-10 ng), 2x FastStart TagMan® Probe Master Mix
(Roche applied science, Mannheim, Germany), 600 nM cruzil/cruzi2 primers and
250 nM Cruzi3 probe (FAM/NFQ-MGB) targeting T. cruzi nuclear satellite DNA
(SAT-DNA), 300 nM P2B primer, 500 nM P6R primer and 150 nM Triat Probe
(VIC/NFQ-MGB) (Applied Biosystems) targeting the 12S ribosomal subunit gene
of triatomines (18,20,21). Sequences of both sets of primers and probes are
presented in Table 1. The cycling conditions were as follows: 50 °C for 2 min, 95
°C for 10 min, followed by 40 cycles at 95 °C for 15 s and 58 °C for 1 min.

Amplifications were performed in the ABI Prism 7500 Fast (Applied Biosystems).
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Standard calibration curves for T. cruzi and triatomine targets were constructed
by serially diluting total DNA obtained from non-infected triatomine intestine
samples spiked with 108 T. cruzi epimastigotes (Dm28c clone, Tcl). The resulting
DNA was serially diluted to a range of 10° to 0.5 T. cruzi equivalents and 5 to

0.002 triatomine intestine unit equivalents.

In silico analysis of TCcGAPDH primers specificity

The oligonucleotides designed to the T. cruzi GAPDH gene (TcGAPDH,
Silva-Gomes et al., 2014) that code for the protein glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (Table 1) were evaluated in silico for their specificity. A primer-
BLAST search using the sequences of the TcGAPDH oligonucleotides in the
“‘Refseq mRNA” set of the NCBI database was performed with no organism name
or group indicated. The primer specificity stringency allowed was at least 2 total
mismatches to unintended targets, including at least 2 mismatches within the last

5 base pairs at the 3' end.

Quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR) assays

Total RNA from samples were extracted using TRIzol (Life Technologies,
USA) and RNAeasy Mini Kit (QIAGEN, USA), a system that combines methods
of purification using a monophasic solution of phenol and guanidine
isothiocyanate (TRIzol) and silica-membrane RNeasy spin columns (RNeasy
Mini Kit, QIAGEN, USA). RNA quantity and purity were estimated by
spectrophotometry at 260/280/230 nm.

Prior to reverse transcription, the purified RNA was pretreated with

Amplification Grade Dnase | kit (Sigma-Aldrich, USA) to remove any contaminant
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DNA. Synthesis of cDNA was carried out with a Superscript Il First-strand
System (Invitrogen, USA) using 5uL of RNA (not normalized by the mass)
following the manufacturer’s protocol for cDNA synthesis with random primer. No
RT controls (-RT controls) were included in all cDNA synthesis.

RT-gPCR Real-time assays were performed in ABI Prism 7500 fast
sequence detection system and reactions were carried out in a final volume of 20
ML, containing 2 yL cDNA, Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, USA) 300 nM TcGAPDH Fw and 300 nM TcGAPDH Ry, targeting T.
cruzi GAPDH constitutive gene (Silva-Gomes et al., 2014); 300 nM P2B and 300
nM P6R (Moreira et al., 2017), which is the same primer set targeting the 12S
ribosomal subunit gene of triatomines used in the present paper to detect
triatomine DNA. Table 1 presents sequences of both sets of primers and probes.
The conditions for the RT-gPCR were as follows: 95°C for 10 minutes, followed
by 45 cycles at 95°C for 15 seconds and 62°C for 1 minute. To monitor the
specificity of the primers, a melting curves analysis was carried out after each
experiment, resulting in a single peak for each target. Standard calibration curves
for viable parasites were constructed by serially diluting cDNA obtained from non-
infected triatomine intestine samples spiked with 108 T. cruzi epimastigotes. The
curve consists of a serially dilution ranging from 10° to 0.5 viable T. cruzi

equivalents and 5 to 0.002 triatomine intestine unit equivalents.

Table 1. Primer sets and probes sequences for gPCR and RT-gPCR assays
Primers/ Amplicon

Targets Probes Sequences size References
Cruzi 1
. ASTCGGCTGATCGTTTTCGA 165 bp
T. cruzi (Forward)
satellite Cruzi 2
DNA (Sat- (Reverse) AATTCCTCCAAGCAGCGGATA (21)
DNA) Cruzi 3

FAM-CACACACTGGACACCAA-NFQ-MGB
(Probe)

10
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P2b

AAAGAATTTGGCGGTAATTTAGTCT
(Forward)

Triatomine P6R 163 bp
12STRNA  (Reverse) GCTGCACCTTGACCTGACATT (20)
Triat (Probe) V|C-TCAGAGGAA“';ZEGCCCTGTA-NFQ-
T eruzi FVTVC((EﬁsV[;':d) GTGCGGCTGCTGTCAACAT . 1
GAPDH TcGAPDH Rv AAAGACATGCCCGTCAGCTT o0 bp (18)

(Reverse)

Statistical analyses

All experiments were performed at least in biological triplicates and
experimental duplicates and data are reported as quantity mean + standard
deviation. All statistical tests were conducted using the Sigmaplot Windows
program version 13.0 (Systat Software, Inc., California, USA). Student’s t test or
Mann-Whitney Rank-Sum test was adopted to analyze the statistical significance
of the apparent differences, according to the parametric or non-parametric
distribution of the data. A p-value less than 0.05 was considered statistically
significant (p<0.05). Three correlation analysis between RT-gPCR and
microscopy, gPCR and microscopy, and gPCR and RT-qPCR techniques were
evaluated using Pearson Product-Moment Correlation (or Pearson Correlation

Coefficient), with a range of values from + 1.0.

Results

Firstly, we developed and standardized a molecular methodology able to
detect and quantify T. cruzi mRNA in triatomine samples. A good specificity and

no dimer formation for both set of primers can be observed, after the amplification

11
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phase, in the melting curve test (Figure S1). For the absolute quantification of
viable parasites, through RT-gPCR, T. cruzi GAPDH (TcGAPDH) was selected
as a target, since itis a housekeeping gene expressed constitutively in all parasite
evolutive stages and in all the six DTUs (Figure 1), which can be observed by
the similarity of Ct values among the samples. In the samples from epimastigotes
of the 6 DTUs, the mean Ct value was 15.06, with 0.60 of standard deviation. In
the samples from different evolutive forms (Dm28c amastigotes, epimastigotes
and trypomastigotes) the mean Ct value was 19.08, with 0.16 of standard
deviation. No significant statistical difference was observed in any comparison.
In addition, the TcGAPDH primers specificity to the T. cruzi GAPDH target
amplification was analyzed in silico, as described in Material and Methods
section. The Primer-Blast search, using the sequences of the TcGAPDH
oligonucleotides in the “Refseq mRNA” set of the NCBI database (with no
organism limitation), revealed that the TcGAPDH primers amplifies only for the
Trypanosoma cruzi glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (XM_808702.1,
XM_807045.1, XM_029379878.1), always generating a 100 bp PCR product. No

unintended PCR products, of any size, were identified in this analysis.

Figure 1. Evaluation of TcGAPDH as a housekeeping gene for RT-qPCR
assays. As endogenous housekeeping reference gene, T. cruzi GAPDH gene
was evaluated in different T. cruzi strains, belonging to DTU | to VI (A) and in

different evolutive forms (B). PCR assays were in triplicate, and data were pooled.

Following our methodology, detection of T. cruzi cDNA was linear from 10’
to 102 parasite equivalents (Figure 2a). Under these conditions, it was possible
to obtain a high coefficient of determination (R? = 0.99) for TcGAPDH RT-qPCR.

Moreover, triatomine cDNA detection was linear, ranging from 3 to 0.0032
12
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intestine unit equivalents (Figure 2b) and the R? was 0.99 for triatomine 12S
rRNA gene RT-qPCR (Table 2). The results confirmed the improved performance
of the methodology for both targets, with good sensitivity and specificity, and able

to detect and quantify parasite mMRNA in samples containing triatomines.

Figure 2. Reportable Range for detection and quantification of viable T.
cruzi in Rhodnius prolixus digestive tube by real-time RTqPCR. The Table 2
indicates the standard curve parameters of the assays performed with distinct set
of primers. Ten-fold serial dilutions of cDNA were used to generate the standard
curve for each target. (A) Linearity ranging from 106 to 10 parasite equivalentes,
for the Tc-GAPDH target (B) Linearity ranging from 3 to 0.0032 triatomine
equivalents, targeting the gene correspondent to the 12S region of the ribosomal

RNA of triatomines.

Table 2. Standard curve parameters with distinct set of primers

Linear Coefficients [1 Amplifcation
Primers r2 2
Slope Intercept Efficiency (%)
A.TcGAPDH -3,32 39,71 0,99 100,3
B.Triatomine 12S rRNA -3,26 13,23 0,98 102,8

[1] Linear coefficients from y = ax + b, where a is the slope and b is the intercept;
[2] Standard curves coeficient of determination.

In order to investigate if RNA is a potential molecular marker to assess T.
cruzi viability, we compared the ability of the TcGAPDH RT-gPCR assay to detect
viable T. cruzi cells with a TagMan gPCR multiplex assay previously developed
to quantify genomic DNA of triatomines infected with T. cruzi. In figure 3, the time
during which both molecules can be detected in samples containing live parasites

13
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(control group) and in samples containing heat-treated lysed T. cruzi (lysate
group) was investigated. When parasite load was evaluated using gPCR (Figure
3a) we observed that DNA detection remains stable for the lysate group over a
period of days (0 — 3 days of incubation), while the control group demonstrated a
statistically significant increase in DNA detection over the same period of days.
At the same time, parasite load assessed by RT-qPCR (Figure 3b) demonstrated
no TcGAPDH mRNA detection for the lysate group over days of incubation, as
the control group showed an increase in TcGAPDH mRNA during the same
period of days. In comparison, we used light microscopy to assess T. cruzi growth
since live and lysed parasites were placed in a culture medium over the days
after lysis to evaluate parasites survival and viability of these two groups (Figure
3c). The results of RT-gPCR agreed with microscopic examination, in which both
were negative, in all days of incubation, for the lysate group, while the results of

gPCR were positive.

Figure 3. Comparison between DNA and RNA detection of viable and non-
viable T. cruzi samples. A) Quantification of T. cruzi DNA by gqPCR; B)
Quantification of T. cruzi RNA by RT-gPCR; C) T. cruzi quantification by
microscopical examination in a growth curve, with parasite counting using a
NEUBAUER Chamber. The control group (black circles) corresponds to the heat
untreated parasites and the lysate group (red squares) corresponds to the
heated-treated parasites. Data represent analysis from an experiment with n = 3.

Data were analyzed using student t-test. *p<0,05.
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As the parameters for quantifying the parasite load were defined by DNA
and RNA detection, we assessed the parasite load of R. prolixus experimentally
infected with T. cruzi (Figure 4). The entire digestive tract of the insects was
dissected, and parasite load was analyzed, by qPCR and RT-qPCR, and
normalized by the amount of triatomine DNA or cDNA present in each sample. In
addition, quantification using these molecular methodologies were correlated with
parasite counting under optical microscopy. When we performed Pearson’s
correlation coefficient analysis, it was not possible to establish a statistical
association between RT-gPCR and microscopy, gPCR and microscopy, and
gPCR and RT-gPCR methodologies (P> 0.050). In other words, differences in
the results obtained between molecular quantification and microscopic
examination were ascertained, and they suggested the sensitivity of both gPCR
and RT-gPCR concerning the parasite quantification over optical microscopy. As
it is possible to observe in Figure 4a, the parasite loads, estimated by counting
with Neubauer chamber, were lower when compared to the other two
methodologies. On the other hand, when comparing the quantification results
obtained by gPCR and RT-gPCR, we observed that both showed a decrease in
the parasite load on day 9 after feeding. However, the RNA detection (Figure 4b)
showed a more pronounced decay in the parasite amount on day 9 to day 15
after feeding. Meanwhile, T. cruzi DNA (Figure 4c) did not change significantly
from day 9 to day 15 after feeding. In addition, the quantification of mMRNA on
days 15 and 29 are lower than the values observed, on the same days, by DNA

quantification.
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Figure 4. Comparison between three methods for parasite load
guantification from insect samples under increasing periods after feeding.
A) Microscopical examination, with parasite counting using a neubauer Chamber;
B) Quantification of T. cruzi RNA by RT-gPCR; C) Quantification of T. cruzi DNA
by gPCR. Analysis (n=3) from a pool of 5 digestive tubes of R. prolixus under
increasing periods after feeding. Data were analyzed using student t-test.

*p<0,05.

In order to characterize the infection dynamics, we also assess the
parasite load in different segments of triatomines digestive tracts. T. cruzi
quantification was assayed through mRNA detection and normalized according
to the amount of triatomine RNA present in each sample (Figure 5). The mRNA
guantification results revealed that T. cruzi endures in the PM without showing
statistically significant differences between the days. In AM segment, there is an
increase of the parasite load from day 5 to day 9, followed by a tendency to
diminution of the parasite load, from the day 15. Lastly, this parasite load
reduction only becomes statistically significant on day 29 after feeding. On the
other hand, in the hindgut portion, a statistically significant increase of the
parasite load is observed gradually from day 5 to day 29 after feeding. It is
noteworthy that, concomitantly to the increase in the number of parasites from
the hindgut over the days, T. cruzi population from the AM decreased significantly

from day 5 to day 29 after feeding.
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Figure 5. Quantification of viable parasite load by RT-gPCR in different
portions of the digestive tract from R. prolixus experimentally infected.
Follow-up of parasite development in a pool of 5 anterior midguts (AM), 5
posterior midguts (PM) and 5 hindguts (H) of R. prolixus under increasing periods
after feeding. Each time point represents three independent experiments (n=3).

Data were analyzed using student t-test. *p<0,05 and **p<0,01.

Discussion

The classical method to evaluate T. cruzi natural infection in triatomines is
the microscopical examination of dissected intestinal contents. However, it is a
laborious and time-consuming procedure that may generate inconclusive and
discordant results (22). Thereby, molecular diagnostic tests have been developed
in the last years for rapid detection and quantification of T. cruzi DNA in different
biological samples (14).

Regarding gPCR-based triatomine infection rates may be underestimated
due to digestive-derived products co-purified with DNA and can inhibit further
gPCR reaction affecting its efficiency (23). The use of an internal amplification
control is important to avoid false-negative results, which can occur with highly
complex material (13,24,25), and to correct and normalize DNA variations
between samples that are subject to differences in size between species (20).
Previous studies have used housekeeping genes of R. prolixus (26) and
exogenous heterologous sequences (27) as internal normalization of triatomine
samples. To estimate the parasite load in R. prolixus we utilized a precise

multiplex TagMan gPCR technique, targeting the 12S subunit ribosomal RNA
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gene as an internal control (20). The triatomine 12S rRNA target was chosen for
the present study since it was previously demonstrated by Moreira et al. (2017)
that DNA from different triatomine species presented amplification signal with no
significant difference between the adults of all the species analyzed. And even
though the triatomine 12s rRNA target was tested only with R. prolixus for RT-
gPCR standardization herein, it is important to validate the RNA quantification
technique testing the 12S subunit ribosomal RNA gene with other triatomine
species and nymphs from all developmental stages in the future.

Although DNA amplification methods have been largely reported (28),
PCR by itself does not differentiate between live and dead parasites due to the
high stability of DNA and its persistence following parasite death (15,29-31).
Presently, our results showed that T. cruzi DNA detection remained stable over
3 days after cell lysis, while parasite load assessed by RT-gPCR demonstrated
no amplification for the lysate group. Supporting our results, it has been
previously observed that DNA of Leishmania parasites can remain detectable in
scars of cutaneous leishmaniasis patients’ months after considering clinical cure
(32,33). Zhang and Tarleton (1999) reported that KDNA signal was detectable in
mice injected with T. cruzi KDNA (Brazil and Sylvio X10/4) after 2 days post-
injection. Besides that, De Oliveira et al. (2019) showed that acai samples
experimentally contaminated with DNA from non-viable parasites was detectable
for hours after the loss of viability and they also observed a rapid degradation of
T. cruzi mRNA after acai samples were submitted to sanitization and heat
treatment. Moreover, De Oliveira et al. (2021) compared DNA and RNA based
PCR amplifications in inoculated acai juice and fruits that were pasteurized and

blanched, although there was not an internal amplification control included in
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neither the gPCR nor RT-gPCR, which is important to avoid false-negative results
and detect variations between highly complex samples. As demonstrated in the
present study, De Oliveira et al. (2021) also observed differences between both
molecular methodologies, in which gPCR revealed the presence of amplification
signals after heat treatment whereas RT-gPCR no amplification signal in samples
under same conditions (36).

Alternative molecular methods using the pathogen's RNA to discriminate
between live or dead parasites have been reported (15,29,37-39). However, until
now, few reports are comparing the application of molecular diagnostic tools that
effectively differentiate between viable and non-viable parasites, especially when
it comes to T. cruzi evaluation. Therefore, we developed and standardized a RT-
gPCR using T. cruzi mRNA as a suitable marker to evaluate viable parasites load
in triatomines. Regarding T. cruzi viability, this study confirmed that, while RNA
is shortly degraded after parasite lysis, DNA can endure a longer time circulating
and therefore a positive result does not necessarily indicate living parasites.

As reported in previously published studies (22,27), we observed that both
RT-gPCR and qPCR were able to detect small quantities of parasites in the
digestive tract, while microscopic examination could only count those insects with
higher parasite loads (over 10 parasites/mL). Besides that, due to the dark color
of the examined content, there were difficulties in parasites visualization and
counting on days 5 and 9 after feeding.

T. cruzi interactions along the digestive tract depend on several
parameters such as insect vector species, the nature of the gut microbiota, and
antimicrobial factors (10,40). Furthermore, the strain or lineage of T. cruzi can

contribute to a vector's susceptibility, since different strains of the infecting
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parasite can maintain different levels of triatomine infection (10,41). Our data on
T. cruzi (Dm28c) kinetics in R. prolixus showed that, despite the significant
differences in the parasite load between DNA and RNA quantification
methodologies, both parasite load curves exhibited a similar profile over the days,
with a reduction of the parasite load. Henriques et al. (2012) also reported this
parasite load profile from the second week after R. prolixus infection with T. cruzi
labeled with luciferase (Dm28c-luc). Nevertheless, our data showed a statistically
significant reduction in mMRNA amount, which occurs more rapidly than the
parasite load decrease observed through DNA detection.

Results concerning mRNA quantification in different portions of R. prolixus
digestive tract agreed with previous studies that assessed the parasite load
through bioluminescence imaging or DNA-based assays (26,27,42). These
results, about kinetics of T. cruzi (Dm28c) colonization in R. prolixus digestive
tract, demonstrate that a significant portion of these parasites is lysed during early
stages of infection. This lysis takes place in the anterior midgut portion of the
digestive tract, the first interaction point between the ingested T. cruzi with
bacteria of the microbiota present on the surface of the vector's digestive tract
(43,44). After that, the remaining parasites migrate to the posterior midgut where
they can attach to it and epimastigotes forms will proliferate (45,46). Once T. cruzi
reach the hindgut, these replicate forms differentiate into infective metacyclic
trypomastigotes which will be eventually released in the excreta (43,47). Taken
together, our results showed a constant parasite load in the PM of R. prolixus
and, while the population of viable parasites from the AM decreased significantly,
the number of viable parasites in the Hindgut concomitantly increased over the

days after feeding. According to Henriques et al. (2012), trypomastigote forms
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were detected in the final portion of R. prolixus digestive tract from the third week
after feeding. The RT-gPCR developed herein is not able to differentiate between
trypomastigote and epimastigote forms with TcGAPDH target since its
expression is constitutive in all T. cruzi evolutive stages. However, based on
previous reports, and because T. cruzi metacyclogenesis process takes place in
the final portion of the triatomines digestive tract, we can estimate that the viable
parasite load observed in the hindgut corresponds mostly to metacyclic
trypomastigotes. Nevertheless, the development of a molecular method capable
of differentiating T. cruzi trypomastigotes and epimastigotes, through the
quantification of trypomastigote forms using stage-specific genes as targets, is
important to improve the diagnosis of infected triatomines, especially in studies

about vector competence.

This novel RT-gPCR methodology has potential application in viability
assessment and raises the possibility for further monitoring of the parasite load
in infected insects or studies related to vectorial capacity. Furthermore, the
analysis of parasite viability, by RT-gPCR could be an especially effective tool for
Chagas disease diagnostic purposes. It can contribute to better investigations of
parasite infection dynamics, vector competence and evaluation of trypanocidal
drugs. It can also contribute to food security, through the development of new
molecular assays for testing food samples for pathogens, helping in oral

infections studies or in outbreaks investigations.
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Supporting information

Figure S1. Representative amplification plots and melting curves for RT-

gPCR assays. Assays were performed using cDNA of a pool of 3 R. prolixus

digestive tubes spiked with 10° T. cruzi, of a pool of 3 non-infected R. prolixus

digestive tubes and of a positive control containing 10° T. cruzi (Dm28c

epimastigotes) solely. (A-B) Amplification plot and melt curve for TcGAPDH
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prolixus sample. (C-D) Amplification plot and melt curve for the gene
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