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OLIVEIRA, Cintia Nascimento da Costa. Aplicacdo do diagnostico molecular para
caracterizagcdo dos pacientes envolvidos no surto de doenca de Chagas em
Pernambuco. 2020. Dissertacdo (Mestrado Académico em Biociéncias e
Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz,
Recife.

RESUMO

O presente trabalho avaliou a aplicabilidade da técnica de PCR em tempo real
(gPCR) para diagnostico da doenca de Chagas (DC) aguda em amostras de 77
individuos expostos ao surto ocorrido em Pernambuco, relacionando os resultados
obtidos aos dos métodos diagndsticos para esta fase da infeccdo. Inicialmente
realizou-se o desenvolvimento de sistemas de primers para o DNA do cinetoplasto
(kDNA) e nuclear (SAT-DNA) de Trypanosoma cruzi (T. cruzi), e avaliacdo dos
sistemas TCZ (MOSER et al., 1989) e Cruzi (PIRON et al., 2007), preditos na
literatura. Os sistemas TcB-IAM e CzB-IAM foram desenhados para o KDNA e, para
0 SAT-DNA, o TcSAT-IAM. O TcSAT-IAM e o Cruzi apresentaram limite de deteccéo
de 1fg do DNA alvo. Segundo critérios da Secretaria Estadual de Saude de
Pernambuco (SES/PE), 39 casos foram registrados, sendo 28 pelo critério
laboratorial e 11 pelo clinico-epidemioldgico. Amostras de sangue dos 77 individuos
foram submetidas a gPCR por ambos sistemas, alcancando concordancia de
89,61% entre eles. Apds andlises entre sistemas e critérios da SES/PE, o TcSAT-
IAM apresentou sensibilidade e especificidade de 53,85% (IC 38,57-68,43) e 94,74%
(IC 82,71- 98,54), respectivamente, acuracia de 74% e concordancia moderada;
para o sistema Cruzi a sensibilidade e a especificidade foram de 48,72% (IC 33,86-
63,8) e 89,47% (IC 75,87-95,83), respectivamente, , com acuracia de 68,83%, tendo
concordancia razoavel. O sistema TcSAT-IAM apresentou acuracia de 72,58% e
75% em relacdo aos testes parasitologicos e sorolégicos (IgM anti-T. cruzi),
respectivamente. Todos os casos foram acompanhados pelo TcSAT-IAM em 3
coletas pdos-tratamento, demonstrando negativacdo da carga parasitaria. Os dados
demonstram a importante da coleta amostral prévia ao tratamento e do
desenvolvimento de um padrédo-ouro composto, no qual os dados da gPCR sejam
considerados junto aos dos testes parasitologicos e soroldgicos. Destaca-se a
relevancia da técnica molecular para um diagnéstico rapido e preciso.

Palavras Chaves: Doenca de Chagas. Diagnostico. PCR em tempo real.



OLIVEIRA, Cintia Nascimento da Costa. Molecular diagnosis application for
characterization of patients involved in Chagas disease outbreak in
Pernambuco. 2020. Dissertation (MSc in Biosciences and Biotechnology in Health) -
Aggeu Magalhaes Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Recife.

ABSTRACT

The present work uses the applicability of the real-time PCR technique (qPCR) for
the diagnosis of Chagas disease (CD), acute in tests of 77 individuals exposed to the
outbreak that occurred in Pernambuco, relating the results of the diagnostic methods
for this phase of infection. Initially, the development of kinetoplast (kDNA) and
nuclear (SAT-DNA) primer systems for Trypanosoma cruzi (T. cruzi), and evaluation
of the TCZ (MOSER et al., 1989) and Cruzi (PIRON et al., 2007) systems, predicted
in the literature. The TcB-IAM and CzB-IAM systems were developed for KDNA and,
for SAT-DNA, or TcSAT-IAM. TcSAT-IAM and Cruzi a detection limit of 1fg of the
DNA target. As classified by the Pernambuco State Health Secretariat (SES/PE), 39
cases were recorded, 28 of which by laboratory criteria and 11 by clinical and
epidemiological criteria. Blood samples from 77 individuals were submitted to gPCR
by both systems, reaching an agreement of 89.61% between them. After the analysis
between the systems and the requirements of the SES/PE, the TcSAT-IAM showed
sensitivity and specificity of 53.85% (Cl 38.57-68.43) and 94.74% (Cl 82.71- 98.54),
respectively, 74% accuracy and moderate agreement; for the Cruzi system with
sensitivity and specificity of 48.72% (Cl 33.86-63.8) and 89.47% (Cl 75.87-95.83),
respectively, with an accuracy of 68.83%, having reasonable agreement. The
TcSAT-IAM system has an accuracy of 72.58% and 75% in relation to parasitological
and serological tests (IgM anti-T. cruzi), respectively. All cases were monitored by
TcSAT-IAM in 3 post-treatment samples, showing a negative parasitic load. The data
demonstrate an important collection of previous sample for treatment and
development of a compound gold standard, without the gPCR data that are
considered together with parasitological and serological tests. Determine the
relevance of molecular technique for a quick and accurate diagnosis.

Key words: Diagnosis. Chagas’ disease. Real-time PCR.
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1 INTRODUCAO

Em virtude da magnitude da doenca de Chagas, de sua elevada
morbimortalidade que gera um grande impacto social e médico-trabalhista (BRASIL,
2019; DIAS et al., 2016; MALTA, 1996), além do tratamento etiol6gico nem sempre
eficaz, justificam-se estudos que visem a melhoria da qualidade de vida dos
portadores da enfermidade de Chagas. Assim, quanto mais rapido, sensivel e
especifico for o diagnostico, melhor seré para conduta do médico.

O diagnéstico etiologico da DC pode ser realizado através da deteccdo do
parasito no organismo, utilizando métodos parasitolégicos, recomendados apenas
na fase aguda. J4 na fase crbnica da doenca os meétodos imunoldgicos, que
detectam anticorpos da classe IgG especificos ao T. cruzi, devem ser utilizados,
sendo o diagnostico nessa fase essencialmente sorologico (DIAS et al., 2016;
GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009; LUQUETTI; RASSI, 2000).

Varios grupos de pesquisa tém avaliado a PCR, que apresenta uma alta
sensibilidade e especificidade na amplificacdo de sequéncias tanto de DNA do
cinetoplasto (kDNA), quanto DNA nuclear (SAT-DNA) de T. cruzi (D’AVILA et al.,
2018; DUFFY et al.,, 2009; FERREIRA; MORAES, 2013; MOREIRA et al., 2013).
Uma grande vantagem desta técnica € a obtencao dos resultados em tempo minimo,
ao contrario dos métodos parasitologicos indiretos, que apresentam seus resultados
apos semanas ou até meses, além da simplicidade de execucéo, melhor flexibilidade
com 0sS materiais em teste e a possibilidade de repeticdo destes, em caso de
resultados duvidosos (LUQUETTI, RASSI, 2000; MARIN et al.,, 2002; YANG,
ROTHMAN, 2004).

Este estudo buscou desenvolver novos sistemas de diagnostico molecular,
bem como avaliar os sistemas ja publicados, visando sua utilizacdo na deteccdo do
DNA de T. cruzi. Apos otimizacdes, o sistema aqui desenvolvido foi aplicado para
diagnostico em amostras de individuos suspeitos de infeccdo pelo T. cruzi,
alcancando sua implementacdo no SRDC IAM/Fiocruz, para o diagndstico da

infeccdo aguda da doenca de Chagas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A doenca de Chagas (DC), considerada uma doenca negligenciada, é
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e acomete milhdes de
pessoas em todo o mundo (DIAS et al., 2016).

2.1 O Trypanosoma cruzi

o T cruzi  (Figura 1), € um protozoario  pertencente
ao filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, da ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae (RASSI et al., 2012).

Seu nucleo apresenta organizacdo estrutural similar ao de células
eucarioticas, tendo aproximadamente 2,5 pM de diametro, com nucléolo central e
membrana externa apresentando continuidade a membrana do reticulo
endoplasmatico. O parasito tem como caracteristicas o flagelo, semelhante aqueles
presentes em outros tripanossomatideos, estando envolvido com o movimento
celular e com a ligacdo do protozoario a superficie das células do hospedeiro
vertebrado, bem como as membranas que revestem o intestino do hospedeiro
invertebrado, e sera projetado ao exterior por meio da bolsa flagelar, a qual o
parasito utiliza para captar sua nutricdo a partir do meio externo; o cinetoplasto, uma
estrutura volumosa contendo DNA extranuclear; e um citoesqueleto, formado por
micro-tubulos e localizado sob a membrana plasmatica, participando de processos
de diferenciacdo e motilidade do parasito (BRENER, 1997; FERREIRA; MORAES,
2013; RASSI et al., 2012; SOUZA, 1999; TEXEIRA et al., 2011).

O DNA do cinetoplasto (kDNA), que pode representar cerca de 30% do DNA
total da célula, esta localizado em uma regido bem definida da Unica mitocondria do
parasito e € constituido por uma rede de maxicirculos e minicirculos, estes ligados
de maneira concatenada (ligado extremidade a extremidade), sendo esta uma
significativa distincdo em relacdo a outros eucariotos (MACHADO, 2017; SOUZA,
1999; TEXEIRA et al., 2011).



18

Figura 1 — Desenho esquemético demonstrando a organizac¢éo estrutural intracelular da forma

tripomastigota de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Teixeira et al. (2011).

Sao trés as formas evolutivas do T. cruzi (Figura 2), diferenciadas pela
posicdo tanto do cinetoplasto, quanto do local de onde emerge o flagelo em relacéo
ao nucleo celular, sendo elas as formas tripomastigota, na forma infectante do
parasito onde o cinetoplasto encontra-se na parte posterior do flagelo e este emerge
da bolsa flagelar; a forma epimastigota, ocorrendo na fase de multiplicacao
parasitaria no intestino do inseto vetor e onde cinetoplasto e bolsa flagelar estédo
anteriores ao nucleo; e a forma amastigota, na qual acontece a replicacdo dos
parasitos, por meio de divisdo binaria, no interior da célula hospedeira, e de flagelo
imperceptivel, além das diferentes formas de apresentacdo de seu nucleo, que nas
formas epimastigota e amastigota possui formato arredondado e na forma
tripomastigota possui um formato alongado (DIAS; COURA, 1997; FERREIRA;
MORAES, 2013; TEXEIRA et al, 2011).
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Figura 2 - Desenhos esquematicos das formas evolutivas de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Adaptado de Docampo et al. (2005).

Legenda: A — Forma Tripomastigota, B — Forma Amastigota, C — Forma Epimastigota.

2.1.1 Diversidade genética do Trypanosoma cruzi

O T. cruzi € genética e fenotipicamente diverso. E um organismo diploide,
com genoma aproximado de 110,7 Mb, tendo cerca de 50% dele composto de
sequéncias repetitivas, possuindo ampla e bem definida diversidade genética
intraespecifica (FREITAS et al., 2006).

Inicialmente, foi classificado em zimodemos I, 1l e lll, por andlise dos perfis
eletroforéticos de isoenzimas. Posteriormente, foi classicado em trés grupos
distintos denominados de ribodemes I, 1l e Ill, por meio de analises de polimorfismos
genéticos (CLARK; PUNG, 1994; MILES et al., 1977, 1978).

Em 2009, visando uniformizar a nomenclatura para classificacdo das cepas
de T. cruzi, uma comissdo de especialistas se reuniu e propds a subdivisdo da
espécie em dois grupos principais, denominadas T. cruzi | (Tcl) e T. cruzi Il (Tcll),
nos quais todas as outras classificacdes deveriam ser enquadradas (ANONYMOUS,
1999; ZINGALES et al.,, 2009). Em seguida, Brisse et al. (2000) analisaram
marcadores genéticos por meio de RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) e
MLEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis) e propuseram a subdivisdo do grupo Tcll
em cinco subgrupos, denominados Tclla-Tclle.

Posteriormente, um novo encontro de especialistas da area ocorreu e neste a
nomenclatura das cepas de T. cruzi foi revista, determinando-se uma nova
classificacdo, agora em seis discrete typing units (DTUs) distribuidas entre Tcl —
TcVI, além de Tcbat (esta restrita a quirépteros). As diferentes DTUs apresentam
diferencas comportamentais nas populagbes parasitarias, como viruléncia e

resisténcia a drogas, bem como interferem na prevaléncia de determinada forma
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clinica e consequente gravidade das manifestacdes apresentadas, variando de
acordo com a regido geografica (ZINGALES et al., 2009, 2018). Em humanos as
infeccbes ocorrem predominantemente por meio das DTUs Tcl, Tcll, TcV e TcVI
(MESSENGER; BERN, 2018).

No Brasil Tcll € abundante nas regifes central e leste; Tclll est4 associado a
infeccdes agudas na Amazonia brasileira; TclV nesta mesma regido, sendo
associado a infec¢des orais; sendo, no entanto, a DTU Tcll a de maior prevaléncia
(ZINGALES, 2018). Quanto a regido Nordeste do Brasil, ainda ndo existem dados
oficiais ou informacges disponiveis acerca das DTUs circulantes nesta area.

Registros de DNA do cinetoplasto (kDNA) de T. cruzi em amostras
mumificadas encontradas na América do Sul datam de até 9.000 anos, contribuindo
para a identificacdo da diversidade genética, pois tais registros indicam infeccoes
com as diferentes DTUs do parasito (ZINGALES, 2018).

2.1.2 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

O estudo do ciclo de vida do parasito se da tanto no vetor quanto no
hospedeiro vertebrado, podendo estes serem domeésticos ou selvagens, envolvendo
mais de 70 géneros de hospedeiros mamiferos (FERREIRA; MORAES, 2013;
ZINGALES, 2018).

Originalmente a DC chegou aos humanos por meio de vetores chamados
triatomineos (FERREIRA; MORAES, 2013). Esta via classica de transmissao
(Figura 3) é dependente de uma Unica subfamilia de insetos, a Triatominae, capazes
de transmitir todas as seis linhagens de T. cruzi descritas na literatura (JUSTI;
GALVAO, 2017; MOREIRA et al., 2017). Tais insetos ja sdo conhecidos ha alguns

séculos, porém, sua adaptacdo ao ambiente domeéstico é recente (COURA, 2007).
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Figura 3 - Desenho esquematico do ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi no inseto vetor e no
mamifero hospedeiro.

Fases no inseto vetor

Fases no mamifero hospedeiro

Fonte: Teixeira et al. (2011).

Legenda: Descricdo das etapas do ciclo de vida do T. cruzi no inseto vetor e no mamifero
hospedeiro. No esquema, as figuras de 1-6 representam as etapas do ciclo heteroxénico do parasito
no hospedeiro invertebrado: (1) contaminag¢do do inseto vetor apds picada em mamifero infectado e
ingestdo de formas tripomastigotas sanguineas (2); (3) migracdo destas para a porcao anterior do
estdbmago e diferenciagdo em epimastigotas; (4) estas alcancam o intestino e se multiplicam por
divisdo binéria; (5) diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos. (6) Contaminagcédo do hospedeiro
vertebrado através do depésito de fezes e urina sobre a pele ou mucosa do mamifero. De 7-15b
representam as etapas do ciclo heteroxénico do parasito no hospedeiro vertebrado: (7) forma
tripomastigota; (8) invasdo por meio de mucosas ou apoés lesdes geradas na pele por onde o parasito
pode penetrar, tendo acesso a circulacdo sanguinea e invadindo diferentes células; (9) etapa
intracelular, com tripomastigotas localizados em vacuolos parasitoforos; (10) no interior destes os
tripomastigotas se diferenciam em amastigotas e ocorre a lise da membrana do vacuolo; (11) no
citoplasma, as amastigotas se multiplicam por fissdes bindrias sucessivas; (12) diferenciacdo em
tripomastigotas, passando por uma forma de transicdo; (13) célula hospedeira com excesso de
parasitos; (14) lise da célula hospedeira; meio extracelular, tripomastigotas (15a) e amastigotas (15b)
podem infectar novas células, deixando-os disponiveis para inoculagao por outros triatomineos.
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2.2 Doencade Chagas: aspectos gerais

A DC é uma condi¢cdo complexa e multifatorial, considerada potencialmente
grave e fatal, sendo endémica na América Latina, e que acarreta impacto econémico
e de saude publica, acometendo cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o
mundo, sendo encontrada principalmente em areas endémicas de 21 paises latino-
americanos (CARDOSO et al, 2018; MALAFAIA; RODRIGUES, 2010;
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2018; ORGANIZAQAO PAN-AMERICANA
DE SAUDE, 2018; VELASCO; MORILLO, 2018).

A DC é uma das dez doencas tropicais negligenciadas mais importantes,
possuindo um tratamento com variagdo na eficiéncia dentre as diferentes fases da
doenca, podendo apresentar alta toxicidade; entretanto a infec¢do é passivel de cura
guando tratada precocemente. Quanto ao 6nus econdmico, estima-se que 0S custos
mundiais com a doenca circulem entre US$7-19 bilhdes anuais (GASCON, 2015;
LEE et al., 2013; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2018; PINAZO; JUSTI;
GALVAO, 2017).

No Brasil a DC possui grande relevancia, apesar do conhecimento
epidemiologico acerca desta permanecer limitado, seja por debilidade nos
programas de vigilancia, seja pela demora em fechar o diagndstico. Pesquisas
recentes apontam que a prevaléncia é de 1,9 a 4,6 milhGes de pessoas infectadas
por T. cruzi em todo territorio nacional, estando entre as quatro principais causas
de mortes por doencas infecciosas e parasitarias (BRASIL, 2019; DIAS et al., 2016;
SANTOS et al., 2018).

2.2.1 Transmissao da doenca de Chagas

Historicamente, a DC comecou ha milhGes de anos de forma natural, como
uma doenca enzoodtica que podia adaptar-se ao parasitismo em humanos (COURA,
1997; 2007). Classicamente transmitida aos humanos por meio de insetos
hemato6fagos, a DC pode ser transmitida também por vias ndo vetoriais, podendo
servir de porta de entrada para a infec¢édo a transfusao de sangue e o transplante de
orgados sélidos ou de medula 6éssea infectados, a transmissdao vertical, a
contaminacao oral e ainda a via acidental (DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES
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INITIATIVE, 2018; FARAL-TELLO et al., 2014; FERREIRA; MORAES, 2013; RASSI
et al., 2012).

A DC tem recebido, nas ultimas décadas, maior atencdo quanto as medidas
de melhoria nas habitagbes para o controle de seu principal vetor, o Triatoma
infestans, estando o Brasil certificado desde 2006 que estd livre da transmissao
vetorial, bem como se tem intensificado a triagem sanguinea para doacdes
(CARDOSO et al., 2018; RASSI et al., 2012; VELASCO; MORILLO, 2018). Apesar
disso, ainda existem subnotificacdes de casos, bem como inexisténcia de programas
de rastreamento de doencas em gestantes e recém-nascidos a nivel nacional ou em
areas endémicas, e a estimativa é que entre os anos de 2012 — 2016 a transmissao
vetorial tenha sido responsavel por 8,9% dos casos de DC aguda (BRASIL, 2019;
SANTOS et al., 2018).

Diversos autores consideram a via transfusional como a segunda em ordem
de importancia (CARDOSO et al., 2018; SANTANA et al., 2018). Entretanto, outros
trabalhos indicam que, nas areas em que o inseto vetor € controlado, bem como
devido ao alto controle transfusional, a infeccdo congénita tornou-se a mais
importante via de transmissao epidemiolégica em areas endémicas ou néo, seguida
da transmissédo por via oral nas areas rurais, que vem se tornando uma das mais
relevantes onde, no Brasil, entre os anos de 2000 e 2011, 70% dos casos de
infeccdo aguda notificados foram atribuidos a essa forma (DRUGS FOR
NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2018; FERREIRA; MATTOS et al., 2017,
MORAES, 2013; SCHIIJMAN, 2018; VOLTA et al., 2018); e dados recentes apontam
que, atualmente, a principal via de transmisséo é a oral (BRASIL, 2019). E fato que
a migracdo humana tem auxiliado na disseminacdo da DC em paises nao
endémicos, pois individuos infectados podem continuar transmitindo o parasito, seja
por transfusdo sanguinea ou pela transmissdo congénita (VELASCO; MORILLO,
2018).

Entre os anos de 2008 — 2017, casos agudos da DC foram registrados na
maioria dos estados brasileiros e estima-se que, dentre as variadas provaveis
formas de transmisséao registradas no pais, 72% foram por via oral, 9% via vetorial
e em 18% dos casos a via de transmissdo nao foi identificada (BRASIL, 2019).
Segundo o Boletim Epidemiolégico de 2019 (BRASIL, 2019) entre os anos de
2012-2016 19.914 casos suspeitos de DC aguda foram registrados em todo o pais

(Figura 4), sendo 5,9% destes posteriormente confirmados.
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Figura 4 - Distribuicdo dos casos de doenc¢a de Chagas aguda, segundo municipio de
residéncia e ano de notificagdo, 2012 a 2016.
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Fonte: Brasil (2019).

Um estudo recente relata um surto de DC aguda, ocorrido ao final de 2017 na
regido da Amazonia Brasileira, no qual 10 pacientes (todos parentes) apresentando
a mesma sintomatologia obtiveram resultados positivos para a infeccao por T. cruzi.
Destes, 8 tiveram amostras submetidos ao xenodiagndstico, cultura e PCR, bem
como foram realizados testes na polpa de acai recolhida da residéncia dos
pacientes, com testes realizados paralelamente, além destas mesmas amostras
serem submetidas a sequenciamento, que resultaram em concordancia entre as
tipagens de DTUs encontradas tanto nas amostras de sangue humano, quanto na
polpa de acai; todos os resultados levaram a conclusdo que a contaminacéo se deu
por via oral, através da ingestdo da polpa de acai (SANTANA et al., 2019).

A infeccdo congénita da DC ocorre pela transferéncia do parasito através da
placenta ou pelo canal do parto, sendo a transplacentaria a principal via de
transmissdo vertical, podendo levar a alteracdes ou prematuridade ao feto, em

aproximadamente 5% das criangcas nascidas de maes cronicamente infectadas em
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areas endémicas, podendo ocorrer inclusive o agrupamento familiar de casos
congénitos e, um fator que dificulta as notificacfes, € a auséncia de sintomas em
criangas congenitamente infectadas (COURA, 2007; SANTOS et al., 2018; VOLTA
et al., 2018).

Em areas ndo endémicas, onde € crescente o numero de novos casos devido
a transmisséao vertical, a investigacdo da DC em mulheres em idade reprodutiva €
realizada por meio de testes sorolégicos e/ou moleculares. Quando estas sao
diagnosticadas com a infeccdo, o tratamento é rapidamente realizado por meio da
administragdo do benznidazol, visando a reducio da parasitemia (ALVAREZ et al.,
2017; CURA et al., 2017), sendo essencial o diagnéstico também de seus recém-
nascidos e demais filhos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2018). A infecgéo
por T. cruzi diagnosticada em mulheres em idade reprodutiva demonstra a
necessidade de monitoramento e avaliagdo, de forma efetiva e sistémica, visando
politicas publicas de saude que auxiliem na prevencdo e controle da infeccéo
(SANTOS et al., 2018).

Estudos recentes apontam para uma possivel via de transmissdo: a via
sexual. Almeida et al. (2019) demonstrou a possibilidade de infeccdo sexual por
meio da aplicacdo de 100 puL de sémen na cavidade peritoneal de camundongos
machos, bem como esse mesmo volume foi aplicado na vagina de camundongos
fémeas, todos os animais eram negativos para DC previamente aos testes. Apos 5
semanas, foram observados ninhos de amastigotas no coracdo e musculos
esqueléticos, e aglomerados de parasitos também foram identificados no limen
do ducto deferente e do tubo uterino. Um estudo pioneiro testou, em camundongos,
a possibilidade de transmissdao da DC a partir de machos infectados para fémeas
nao infectadas. Apesar de baixo o risco para contaminacdo por acasalamento, ele se
mostra presente.

Outro estudo avaliou camundongos de ambos o0s sexos infectados
artificialmente, analisando a possibilidade de um macho infectado transmitir o
parasito a uma fémea néo infectada, bem como a chance de a fémea infectada
transmitir ao macho néo infectado; os resultados demonstraram que o0s animais
sadios que acasalaram com animais infectados adquiriram a infeccdo. Estes dados
demonstram que essa € uma importante via de transmissao a ser investigada,
podendo contribuir para a manutencdo do ciclo parasitario (MARTIN et al., 2015;
RIOS et al., 2018).
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2.2.2 Fases Clinicas da doenca de Chagas

A DC apresenta as fases clinicas aguda e crbnica (Figura 5). Nesta primeira,
parte dos individuos pode ndo apresentar sintomas. Quando estes estdo presentes,
iniciam cerca de 8-10 dias ap0s a transmissao vetorial ou 20-40 dias ap0s infeccdo
por via transfusional, incluindo febre prolongada, nédulos linfaticos, aumento de
figado e baco, dentre outros sintomas; menos frequentemente, tém-se os sinais de
porta de entrada: chagoma e sinal de Romafia, quando por via vetorial. N&o
havendo um tratamento ou este sendo inespecifico ou ineficaz, aproximadamente 2
a 3 meses apoés a infeccdo inicial, haverd a passagem para um estado de laténcia
chamado de forma crénica indeterminada, podendo este se estender por toda a vida
ou, apdés 10-30 anos, levar a comprometimentos de 6rgédos (PIRON et al., 2007;
RASSI et al., 2012).

Figura 5 — Evolucao parasitologica e soroldgica nas fases aguda e crénica da doenca de

Chagas.
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Fonte: Adaptado de Rassi et al. (2012, traducdo nossa).

Na sua forma crénica a doenca € caracterizada pela baixa parasitemia e pela
elevacdo dos niveis de anticorpos IgG (PORTELA-LINDOSO; SHIKANAI-YASUDA,
2003). Cerca de 60% - 70% dos pacientes permanecerdo com a forma clinica
indeterminada por toda a vida, ndo demonstrando sintomas clinicos, mas
apresentando sorologia positiva para anticorpos anti- T. cruzi. Cerca de 30% - 40%
dos individuos, no entanto, passardo a um estdgio clinico sintomético. A forma

cardiaca é a apresentacdo mais grave da fase cronica, sendo a morte subita
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cardiaca responsavel por quase dois tercos de todas as mortes na cardiopatia de
chagas. A forma digestiva leva a alteracdes nas fun¢cées de movimento, secregcao e
absorcédo do esbdfago e do trato gastrointestinal, sendo o esdfago e o célon as partes
comprometidas mais frequentemente (DUFFY et al., 2009; RASSI et al.,, 2012;
STEVERDING, 2014).

Para que exista o controle da DC fazem-se necessérias acfes desde a
interrupcdo dos mecanismos transmissores, com educacdo sanitaria para
populacBes expostas, até o tratamento de casos agudos e crénicos (COURA,; DIAS,
2009). E recomendada também a testagem aos familiares ou individuos
assintomaticos que estiveram sob a mesma exposi¢cdo dos casos confirmados
decorrentes de surto (BRASIL, 2009).

Atualmente, para o tratamento da DC, duas drogas s&o utlizadas: o
benznidazol (produzido no Brasil pelo LAFEPE, como Benznidazol LAFEPE®, e na
Argentina pela Maprimed/ELEA, como Abarax®) e o nifurtimox (produzido na
Alemanha, como Lampit™, Bayer HealthCare AG), no entanto a sua eficacia é maior
na fase aguda da doenca em relacdo a fase crénica, bem como ambas medicacbes
possuem alta toxicidade (MORILLA; ROMERO, 2015), além da possibilidade de
algumas cepas de T. cruzi desenvolverem resisténcia contra tais medicamentos,
com um percentual de apenas 50% dos pacientes tratados respondendo as drogas
(HABERLAND et al., 2013).

2.3 Diagnéstico laboratorial da doenca de Chagas

Apds a descoberta da DC as técnicas de reacao de fixacdo do complemento e
de xenodiagnéstico foram consideradas como grandes avancos e passaram a ser
aplicadas a pesquisa dessa parasitose, permitindo o diagndstico sorolégico e o
isolamento do T. cruzi, respectivamente (COURA, 1997). Atualmente, o diagnostico
da infeccado por T. cruzi se da por meio de diferentes técnicas laboratoriais, devendo
sequir critérios definidos dependentes da fase da doenca (DIAS et al., 2016).

Durante a fase aguda da DC, devido a alta parasitemia na circulacao
periférica, o diagnéstico pode ser realizado pelo exame direto do sangue, por meio
da deteccgdo direta do parasito (BONNEY, 2014; D’AVILA et al., 2018; DRUGS FOR
NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2018). Tidas como “padrdao ouro” para

diagndstico nesta fase da doenca, as técnicas parasitoldgicas diretas sdo a pesquisa
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a fresco de tripanossomatideos, utilizando uma gota de sangue entre lamina e
laminula, e posterior visualizacdo ao microscépio; os métodos de concentracdo
(strout, microhematdcrito ou creme leucocitario); e a técnica de lamina corada de
gota espessa, utilizando-se aproximadamente 4 gotas de sangue formando um
retangulo, devendo ser localizadas na parte central da lamina, ou esfregaco, em que
uma gota de sangue, distribuida no centro de uma lamina, € espalhada um
movimento rapido com apoio de outra lamina, formando uma delgada camada de
sangue. Deve-se observar que, ao se obter resultados negativos na primeira coleta,
novas coletas devem ser realizadas até a confirmagdo do caso ou até que 0s
sintomas que levaram a suspeita da infeccdo aguda tenham desaparecido, ou até
gue haja confirmacdo de outra hipétese diagnostica (BRASIL, 2013; DIAS et al.,
2016; RASSI et al. 2012).

A técnica de microhematocrito também pode ser utilizada para identificacéo
parasitaria na infeccdo por via congénita, sendo apontada como um meétodo
sensivel, necessitando de uma quantidade pequena de sangue para sua realizacao
(RASSI et al., 2012). As técnicas diretas, no entanto, apresentam variacdes de
sensibilidade (50 — 95%), devido a inUmeros fatores como no caso da necessidade
de um microscopista qualificado (FERREIRA; MORAES, 2013).

Em sua forma crénica e assintomatica, o diagnostico acontece por deteccao
sorologica, utilizando ensaios imunoenzimaticos, hemaglutinacdo indireta,
imunofluorescéncia indireta ou imunocromatografia para testar a presenca de
anticorpos IgG anti-T. cruzi (BONNEY, 2014; DUFFY et al.,, 2009). As técnicas
indiretas sdo importantes principalmente na fase crénica da infeccdo, quando o
encontro do parasito no exame direto € quase impossivel (COURA, 1997). No
entanto, a baixa sensibilidade de tais técnicas traz limitacdes a sua aplicacdo ao
diagnostico e controle pos-tratamento (PORTELA-LINDOSO; SHIKANAI-YASUDA,
2003).

A imunofluorescéncia indireta, por exemplo, apresenta sensibilidade em torno
de 99%, no entanto varias desvantagens, como a producéo limitada de amostras, os
problemas de padronizacédo e controle de qualidade e o baixo grau de automacao,
gue limita a execucao desta a profissionais altamente especializados, implicam na
busca pela padronizacdo de outras metodologias diagnosticas (HABERLAND et al.,
2013). Um problema, ocasionado pela propria dindmica da doenga, em relacdo aos

7

kits de diagndstico soroldgico, € quanto a inviabilidade destes em fornecer
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resultados fidedignos para os casos de transmissdo congénita, pois 0s recém-
nascidos (filhos de mées portadoras da doenca de Chagas) apresentam anticorpos
anti-T. cruzi da classe IgG provindos da mae, o que favorece um diagndéstico falso-
positivo (REYES et al., 1990).

As metodologias diagndésticas disponiveis, tanto por técnicas parasitologicas
guanto sorolégicas, possuem limitacdes especialmente na fase cronica dessa
parasitose, seja referente a sensibilidade, pelos titulos de anticorpos especificos ao
T. cruzi que geralmente ndo diminuem mesmo apds longo tratamento, seja a
especificidade, como pelo risco de contaminacbes cruzadas com outros
tripanossomatideos (D’AVILA et al., 2018; PARRADO et al., 2018), podendo haver
resultados falso-positivos por reacdes inespecificas, quando ocorre contaminacao
cruzada entre amostras, ou mesmo quando esta € inadequada (SANTANA et al.,
2018).

2.4 Diagnostico molecular para a doenca de Chagas

Devido as dificuldades encontradas para o diagnéstico da DC diante das
técnicas classicas, bem como para o acompanhamento dos casos, novas
metodologias tém sido buscadas. Técnicas de diagnostico baseadas na deteccéo de
DNA, como a PCR e uma variante desta, conhecida como PCR quantitativa em
tempo real (QPCR), surgem como oportunidades de monitoramento dos niveis
parasitarios na corrente sanguinea do individuo infectado (MOREIRA et al., 2017,
PARRADO et al., 2018). Estudos tém demonstrado vantagens da PCR em tempo
real para a triagem, bem como para a quantificacdo do DNA de T. cruzi (DUFFY et
al., 2009).

A PCR convencional, embora ndo permita possibilidade de quantificacdo do
DNA, tem sido testada para a identificacdo do SAT-DNA de T. cruzi no sangue
periférico de individuos cronicamente infectados, apresentando alta sensibilidade
(identificando 98,9% dos pacientes) em relacdo aos resultados obtidos por cultura de
células e gPCR (VOLPATO et al., 2017). No entanto, como aponta D’avilla et al.
(2018) a PCR convencional ndo permite 0 monitoramento de carga parasitaria, o que
fortalece a importancia da técnica quantitativa. Outro trabalho, este desenvolvido

com a gPCR, com amostras de sangue coletadas a partir de cenarios clinicos
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distintos, demonstrou uma ampla faixa de medi¢cdes nos casos com altas cargas
parasitarias, tanto quanto nos casos com baixas parasitemias (DUFFY et al., 2009).

Seguindo, outras pesquisas visando combinar e validar procedimentos
padrbes para deteccao e quantificacdo de DNA parasitario em amostras de sangue
foram realizados, no qual os de melhor desempenho (também para o alvo do SAT-
DNA) alcangaram aproximadamente 70% de positividade em pacientes crénicos nao
tratados (PARRADO et al., 2018).

Diante das dificuldades encontradas para o diagnéstico da DC em sua fase
cronica, faz-se necessario a busca por um método mais sensivel e especifico, uma
ferramenta que possa vir a ser utilizada para avaliacdo e acompanhamento dos
pacientes; e estudos vém mostrando que a qPCR possui tal potencial, afirmando
gue a mesma possui alta sensibilidade para a deteccdo do DNA de T. cruzi em
relacdo a tecnicas classicas, mesmo em baixas concentracdes de DNA parasitario
na amostra (D’AVILA et al., 2018; DUFFY et al., 2009; FERREIRA; MORAES, 2013;
MOREIRA et al., 2013).

Kirchhoff et al. (1996) compararam a habilidade da PCR com a da
microscopia em detectar parasitos no sangue de camundongos infectados com T.
cruzi, demonstrando que, durante a fase cronica da infeccdo, a sensibilidade da
técnica de PCR se mostrou superior a da microscopia na identificacdo de DNA
parasitario, em camundongos, se tornando positiva 3,9 dias antes da microscopia.
Fatores como o volume de sangue utilizado, que na microscopia foi cerca de 50
vezes menor, além da necessidade de processamento imediato para deteccéo
microscépica, enquanto para verificacdo por PCR a amostra pode ser processada
posteriormente, também sao citados como pontos importantes em favor da técnica
molecular.

Estudos preliminares para detectar DNA nuclear de T. cruzi através de PCR
nao demonstraram diferencas significativas entre o uso de amostras de soro e
sangue total, indicando, assim, a possibilidade do uso de soro como amostra para o
diagnostico molecular da doenca de Chagas (MELO et al., 2015; RUSSOMANDO et
al., 1992). Russomando et al. (1992) utilizaram amostras de soro de pacientes
positivos para DC, tanto por métodos sorolégicos, quanto por isolamento de
parasitos. Todas as amostras submetidas a PCR obtiveram resultados positivos para
a técnica, indicando que ao menos uma pequena quantidade de DNA parasitario

estava presente no soro dos pacientes, ao que os autores concluem que a
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circulacdo ativa dos parasitos resulte num possivel derramamento de seu DNA na
corrente sanguinea, demonstrando que, o soro também pode vir a ser utilizado para
a investigacao da infeccao.

Duffy et al. (2009) afirmam que o DNA nuclear de T. cruzi é altamente
conservado, o0 que indica sua utilizacdo para amplificagdo com gPCR. Moreira et al.
(2013) também utilizaram sistema de primers direcionados ao SAT-DNA de T. cruzi,
indicando que a gPCR é uma metodologia propicia para quantificacdo de carga
parasitaria em pacientes com cardiomiopatia chagéasica crbnica, podendo ser
utilizada para monitoramento de eficacia terapéutica.

Virreira et al. (2003) utilizou amostras de sangue de corddo umbilical de
recém-nascidos filhos de maes infectadas e né&o infectadas, analisando-as por
exame microscopico direto e por PCR. A técnica molecular alcangcou sensibilidade
de 1fg, e, com relacéo a especificidade, os primers amplificaram toda a linhagem de
T. cruzi sem amplificar de outras espécies, demonstrando ser uma metodologia
eficiente na deteccéo parasitaria em recém-nascidos com infec¢cdo congénita, além
de ter alcancado concordancia com os resultados do diagndstico padréo.

O diagnostico precoce da transmissao vertical do T. cruzi neste grupo €
importante e deve ser uma prioridade, pois garante um tratamento tripanocida
efetivo, geralmente resultando na cura da infeccdo (PICADO et al., 2018; VOLTA et
al., 2018). No entanto, acaba sendo dificultado por muitas restricbes biologicas e
operacionais. A PCR surge como uma metodologia diagndstica altamente
promissora, especialmente para 0s casos em que a carga parasitaria € inferior ao
limiar de deteccdo microscopica (MESSENGER; BERN, 2018). Porém, o uso de
ferramentas moleculares para o diagnéstico de lactentes infectados congenitamente
pelo T. cruzi ainda é restrito (PICADO et al., 2018). Volta et al. (2018) apontam,
inclusive, que é de grande importancia o seguimento de 1 ano para teste de titulos
soroldgicos ou realizagéo de testes adicionais para deteccdo parasitaria em criangas
nascidas de maes infectadas por T. cruzi, sendo a gPCR util para tal
acompanhamento.

O Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Doenca de Chagas (BRASIL,
2019) informa que nao existem evidéncias para a realizacdo de metodologias
sorologicas para acompanhamento pos-tratamento, mas aponta que existem
estudos sugerindo o uso da PCR para observar a resposta clinica, ressaltando que a

técnica ainda é restrita a atividades de pesquisa.
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A técnica de gPCR foi utilizada para acompanhamento terapéutico de uma
crianga infectada congenitamente onde, apds tratamento, o diagnostico resultou em
auséncia de carga parasitaria nas amostras testadas; resultado este satisfatorio em
relacdo a técnica padrao de diagndéstico (técnica soroldgica) que obteve auséncia de
reacdo (VOLTA et al., 2018).

Embora recomendada pelo Ministério da Saude, ndo existe uma PCR, quer
seja qualitativa, quer seja quantitativa, padronizada e validada nacionalmente e,
portanto, ainda ndo esta em ampla utilizacdo pelos laboratérios de saude, mas
apenas em laboratérios de pesquisa. Além disso, uma PCR que possa quantificar o
DNA de T. cruzi e ser utilizada para acompanhar a evolucao pos-tratamento, mostra-
se de grande importancia, sendo a técnica recomendada inclusive como
metodologia alternativa para o controle de cura apos o tratamento antiparasitario
(DIAS et al., 2016; MOREIRA et al., 2013; RASSI et al., 2012; VELOSO et al., 2008).

Haberland et al. (2013) apontam que, com a continua busca por melhorias na
técnica, a PCR pode vir a ser empregada no diagndstico ou confirmacéo
da infeccao pelo T. cruzi, podendo chegar a ferramenta de primeira linha no
diagnéstico desta enfermidade.

2.5 Surto de doenca de Chagas em Pernambuco

No més de abril de 2019, durante o feriado da Pascoa, 77 pessoas
participaram de um evento religioso sediado em uma escola do municipio de
Ibimirim, cidade situada na mesorregido do sertdo de Pernambuco (Figura 6). Estes
individuos, de ambos os sexos e de idades variadas, foram expostos a um surto de

doenca de Chagas, o primeiro do estado pernambucano.

Figura 6- Mapa do Estado de Pernambuco com destaque para o municipio de Ibimirim.

Fonte: IBGE (2017).
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Posteriormente ao evento, alguns participantes apresentaram sintomatologias
como: cefaleia, febre, dor abdominal, nauseas, eritema, mialgias, dores articulares,
calafrios, dispneia, astenia, dentre outros sintomas; além de casos de arritmias,
hepatomegalia e esplenomegalia. No entanto, parte das pessoas que esteve
presente no evento ndo manifestou quaisquer sintomas.

Surtos orais podem variar em relagdo ao niumero de envolvidos, bem como no
gue diz respeito a sintomatologia clinica apresentada, variando tanto em relacdo as
outras formas de infec¢do, quanto a gravidade dentre os individuos do mesmo surto
(ZINGALES, 2018).

Todos 77 os individuos foram atendidos por equipes médicas, e passaram por
coleta de amostras biolégicas para o diagnostico da infec¢cdo de Chagas. A infeccéo
foi confirmada em parte dos individuos.

O Servico de Referéncia em Doenca de Chagas (SRDC) do Instituto Aggeu
Magalhaes (IAM), da Fiocruz Pernambuco realizou a testagem sorologica para todos
os individuos, bem como a realizacéo de testes moleculares por meio da técnica de
gPCR, fazendo uso de um sistema de primers desenvolvido pela prépria equipe do
SRDC e outro sistema predito na literatura, ampliando as ferramentas diagnosticas
disponiveis, com intuito de fornecer maior seguranca e confiabilidade aos resultados.

Seguindo as investigacfes sobre o caso, nao foi identificado nenhum sinal de
‘porta de entrada” em nenhum dos pacientes, que indicaria a possibilidade de
infeccdo por via vetorial. Concluiu-se que a infeccdo se deu possivelmente por via
oral, por meio de ingestédo de alimentos contaminados, pois todas as refeicdes foram
realizadas de maneira comum por todos os participantes do evento, de tal forma que
todos os alimentos consumidos no periodo foram preparados e consumidos no local
pelos préprios participantes. Dos 77 individuos expostos ao surto, 39 foram
considerados caso, ou seja, portadores da infeccdo pelo T. cruzi (Secretaria
Estadual de Saude - dados ndo publicados). Todos foram submetidos ao tratamento
etiol6gico recomendado, conforme preconiza o Il Consenso Brasileiro em Doenca de

Chagas (DIAS et al., 2016), segundo critério médico.
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando que varias ocorréncias recentes de surtos por transmissao oral
tém sido documentadas, levantando a preocupacdo sobre o ressurgimento da
doenca no Brasil e que, atualmente, na rotina laboratorial ndo se dispbe de um
método molecular para detec¢do de T. cruzi que possa vir a ser utilizado para o
diagnéstico da fase cronica da doenca, em caso de suspeita de infeccdo congénita,
bem como pela necessidade de uma ferramenta otimizada para 0 acompanhamento
do tratamento etiolégico, foi proposto o desenvolvimento de sistemas de primers
para PCR em tempo real, além da avaliacdo de sistemas ja descritos na literatura,
visando a identificacdo do DNA de T. cruzi.

Durante a fase aguda da infeccéo, fatores como o curto periodo de sintomas
especificos, podem levar a um atraso na investigacao por ndo se chegar a suspeita,
0 que dificulta o diagndstico. Embora especificos, 0s testes parasitologicos possuem
baixa sensibilidade, pois se faz necessario laboratoristas bem treinados, sendo este
outro ponto importante e que pode prejudicar o diagnostico. No caso dos testes
sorologicos para a fase aguda, sao raros os kits de sorologia certificados pela Anvisa
disponiveis no mercado. O RIFI para deteccdo de IgM pode apresentar uma
importante parcela de resultados falso-positivos, prejudicando também a
confiabilidade no diagndstico. Nos casos de recém-nascidos, filhos de maes
portadoras de DC o diagnostico também é dificultado, tendo em vista que a sorologia
para deteccédo de IgG anti-T. cruzi, realizada para o acompanhamento/diagnostico
do bebé, pode detectar anticorpos circulantes ainda provindos da mae, mesmo
alguns meses ap6s o nascimento.

Ter uma ferramenta diagnostica que oferece sensibilidade e especificidade
elevadas se mostra de grande importancia. O Il Consenso Brasileiro em Doenca de
Chagas, 2015, que defino os critérios para o diagnostico da DC recomenda a técnica
molecular para auxilio no diagnostico de casos inconclusivos e discordantes, bem
como para o acompanhamento de falha terapéutica dos individuos submetidos ao
tratamento etiologico. Assim, estudos visando a otimizacao e validacdo de sistemas
para a gPCR sdo necessarios para o alcance de uma metodologia confiavel que

possa ser disponibilizada a sociedade.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

A técnica de PCR em tempo real se mostra eficaz para a deteccao do DNA de
Trypanosoma cruzi em amostras bioldgicas de individuos portadores da infeccéo

aguda da doenca de Chagas?
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5 OBJETIVO GERAL

Aplicar o diagnéstico molecular para deteccdo do DNA de Trypanosoma cruzi,
em amostras bioldgicas.

5.1 Objetivos especificos

a) Desenvolver, avaliar e otimizar sistemas de primers para o diagndstico da
doenca de Chagas por PCR em tempo real;

b) Determinar o(s) melhor(es) sistema(s) de primers para deteccdo do DNA de
Trypanosoma cruzi;

c) Aplicar o(s) sistema(s) de primers em amostras de individuos envolvidos no
surto de doenca de Chagas ocorrido no municipio de Ibimirim-PE;

d) Aplicar o sistema de primers para 0 monitoramento de carga parasitaria e/ou
falha terapéutica dos individuos envolvidos no surto de doenca de Chagas,

tratados apos diagndstico de infeccéo pelo Trypanosoma cruzi.
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6 METODOLOGIA

Nesta secdo serdo abordados os aspectos metodoldgicos utilizados para a

realizacdo da pesquisa.

6.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo analitico de validacdo de método diagndstico, no qual
buscam-se determinar os parametros de sensibilidade e especificidade em uma
amostra (SACKETT; HAYNES, 2002).

6.2 Escolha daregido alvo e desenho dos primers

De acordo com Kumar et al. (2016), com auxilio do software Mega (versao
7.0), foi efetuado o alinhamento multiplo das sequéncias do kDNA e do SAT-DNA de
T. cruzi, disponiveis no banco de dados GenBank (sequéncias brutas disponiveis
publicamente em http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo) afim de identificar potencias
regibes alvo que nao apresentem semelhancas com outras espécies de
tripanossomatideos. Como controle, realizou-se também o alinhamento entre
sequéncias de T. cruzi e Leishmania spp.

Com o] auxilio do software Primer BLAST
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/) foram desenhados primers para
deteccédo de T. cruzi. Apos analise e escolha das regides, foram realizadas analises
in silico visando avaliacGes de especificidade, andlises da conservacao, cobertura e
identidade das sequéncias, por meio do Basic Local Alignment Search Tool
nucleotide (BLASTn).

6.3 Desenvolvimento da gPCR

Por meio da combinacdo dos primers, foram criados sistemas de deteccao
tanto para o kKDNA, quanto para o SAT-DNA de T. cruzi. Para a escolha do melhor
sistema, foi efetuado um experimento preliminar de acordo com Paiva-Cavalcanti et
al. (2009).

Foi utilizado como padrdao o DNA gendmico de T. cruzi (Cepa Y), contendo



38

100 pg, 10 pg e 1 pg e controle negativo (amostra sem DNA). A extracdo do DNA
padrdo para a quantificacdo de DNA parasitario, a partir de amostras de pellet de T.
cruzi, foi realizada utilizando kit comercial, seguindo recomendacdes do fabricante,
as quais compreendem basicamente 03 etapas (lise de células, lavagem da mini
coluna e eluicdo do DNA). O DNA foi posteriormente dosado e, apds analise,
submetido a diluicdes seriadas (fator 10) nas concentragdes de 0,5 ng/pL - 0,5 fg/pL.
Essas solugcbes contendo o DNA parasitario foram utilizadas nas reacfes de PCR
em tempo real, como referéncia. Os sistemas desenvolvidos nesse estudo e 0s
preditos na literatura foram testados, incialmente, na tentativa de detecgdo do DNA
de T. cruzi.

Apés analises dos resultados do experimento preliminar, os sistemas
escolhidos a seguirem na pesquisa foram testados quanto ao seu limite de deteccéao,
o qual foi definido pela amplificacdo da mais alta diluicio do DNA alvo quando
comparado a formacao de dimeros de primers em amostras sem DNA (TOO, 2003),
utilizando DNA gendmico de T. cruzi (Cepa Y) nas quantidades de 1 ng, 100 pg, 10
pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg e 1 fg, bem como controle negativo da reacdo de qPCR,
composta pelo Master Mix e primers, sem adicdo de DNA.

Para avaliacdo da especificidade (o), a qual foi definida pela equacéo o = (1+
g)2¢!, sendo analisada de forma logaritimica (Logio), foi utilizado DNA gendmico de
Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) infantum, nas
guantidades de 1 ng, 100 pg e 100 fg. A Eficiéncia da reacéo foi determinada de
acordo com Too (2003), por meio da férmula: & = (10 Yslore) -1,

Na etapa de teste em amostras, como controle de qualidade das amostras
usadas nas reacfes moleculares foi utilizada a amplificacdo do gene humano G3PD,
conforme protocolo descrito por Goncalves et al. (2012). O DNA genbmico de T.
cruzi (Cepa Y) foi utilizado como curva padréo, nas quantidades de 1 ng, 100 pg, 10
pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg e 1 fg, bem como controle negativo da reacdo de gPCR,
composta pelo Master Mix e primers, sem adicdo de DNA. Ainda, duas amostras de
controle negativo, coletadas a partir de individuos negativos para infec¢do pelo T.
cruzi (seguindo as recomendacdes preconizadas como descrito no item 6.4) foram
utilizadas para um maior controle dos resultados. A extracdo de DNA das amostras
biologicas também foi efetuada por meio de kit comercial (QlIAamp DNA Mini Kit —

QIAGEN, Holanda), seguindo as instru¢des dos fabricantes.
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Para todas as etapas, as amostras foram testadas em duplicata. Todos o0s
primers estavam na concentracédo de 5 pmol/yL e, para cada sistema de primers, foi
preparado um Master Mix num volume de 48 pL por amostra/poco, sendo as
reacdes compostas por 21 pL de agua tipo 1, 1 pL do primer forward e 1 uL do
primer reverse, 25 pyL de SYBR® Green Master Mix e, ap6s distribuicdo na placa de
PCR, 2 uL de DNA padrao (nas concentracdes indicadas no tépico 6.5) foram
adicionados a seu respectivo poco, totalizando um volume final de 50 pyL por
amostra, exceto para a amostra de controle negativo da reacdo de qPCR que nao
conta com a adicdo dos 2 puL de DNA padréo, totalizando 48 pL. Os experimentos
foram efetuados com o aparelho QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific), seguindo as condicdes de ciclagem padrdo do aparelho:
aquecimento inicial (50° / 2 Min), desnaturacgéo inicial (95°C / 10 Min), 40 ciclos de
desnaturacao (95°C / 15 Seg), anelamento e extenséo (60°C / 1 Min) e dissociacéo
(95° /1 Seg). A analise, interpretacao e registro dos resultados foram efetuados com

o0 auxilio do QuantStudio Design and Analysis Software.

6.4 Avaliacdo dos sistemas ja publicados

Os sistemas TCZ (MOSER et al., 1989) e Cruzi (PIRON et al., 2007) (Quadro
1), foram avaliados e comparados quanto a limite de deteccdo, eficiéncia e

especificidade com o sistema desenvolvido neste estudo.

Quadro 1 - Sistemas de primers preditos na literatura testados para detec¢do do DNA de
Trypanosoma cruzi.

] ] ] ] Tamanho
Alvo Sistema |Primers Sequéncia dos primers Bases| o %CG| Tm
produto
TCz TCZ1 | F 5CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT3’ | 24 188 67 |64,2°
SAT-DNA TCZ2 | RECCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG3 | 24 58 |60,8°
Cruzi Cruzil F 5’ASTCGGCTGATCGTTTTCGA3 20 166 50 |51,8°
ruzi

Cruzi2 R 5AATTCCTCCAAGCAGCGGATAZ 21 48 |52,4°

Fonte: A autora, 2019.
Legenda: SAT-DNA: DNA satélite. F: foword. R: reverse. %CG: Percentual de bases citosina (C) e
guanina (G). Tm: Temperatura de melting.

6.5 Avaliacdo dareprodutibilidade
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Para avaliacdo da reprodutibilidade dos sistemas de gPCR, analises intra e
inter-ensaio foram efetuadas. Para tanto, as amostras foram processadas em
duplicata ou triplicata, sendo o mesmo experimento repetido trés vezes. O ponto em
gue a curva de amplificacdo ultrapassa o limiar (ciclo limiar - valores C: (Ciclo
threshold) foi utilizado para calcular o coeficiente de variacdo (CV) entre as
repeticdes. Tanto para o célculo do CV intra-ensaio, quanto do CV inter-ensaio as
concentragdes da curva de amplificagéao utilizadas foram 0,5 fg/uL, 5 fg/uL, 50 fg/uL
e 0,5 pg/uL. No caso do CV intra-ensaio, o experimento foi realizado com amostras
em triplicata e os valores de Ct de cada replicata nas dadas concentracdes foram
utilizados. Para calcular o CV inter-ensaio a média dos valores de Ct obtidos entre
as replicatas foi utilizada, sendo comparadas em trés experimentos independentes.
O CV é arazéao do desvio-padrao pela média dos Cts das amostras testadas, sendo
convertido em percentual. Estes calculos foram realizados com o auxilio de
calculadora estatistica online (https://www.miniwebtool.com/coefficient-of-variation-

calculator/).

6.6 Amostragem

Amostras de sangue total, de liquido cefalorraquidiano (LCR) e de sémen,
oriundas do Servico de Referéncia em Doenca de Chagas, Departamento de
Imunologia do Instituto Aggeu Magalhdes, Fundagdo Oswaldo Cruz (SRDC -
IAM/Fiocruz-PE), provenientes de 77 pacientes envolvidos no surto de doenca de

Chagas em Pernambuco, foram utilizadas para compor a amostragem deste estudo.

6.7 Coletade amostras biolégicas

Na etapa de diagndstico, amostras de sangue total (em tubos contendo
EDTA-5 mL), para a realizacdo de PCR e dos testes parasitologicos diretos; LCR e
sémen, para a realizacdo de PCR; e amostras coletadas em tubos secos (5 mL),
para obtencéo de soro, foram recebidas do Laboratério Central de Saude Publica Dr.
Milton Bezerra Sobral, da Secretaria Estadual de Saude do Estado de Pernambuco
(LACEN-PE).

Na etapa de acompanhamento pos-tratamento etiologico, por solicitacdo dos

médicos do Hospital Universitario Oswaldo Cruz, da Universidade de Pernambuco
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(HUOC/UPE) amostras de sangue total e soro foram coletadas pela equipe do
SRDC - IAM/FIOCRUZ-PE, apls antissepsia com algoddo embebido em alcool
etilico 70%.

Todas as amostras (recebidas e coletadas) direcionadas a PCR foram
armazenadas a —20°C para posterior extracdo de DNA, ou imediatamente utilizadas.

Todo processamento foi realizado no SRDC - IAM/Fiocruz-PE.

6.8 Diagnostico etiolégico

Para o diagnéstico parasitolégico foram utilizadas técnicas de pesquisa direta
de tripanossomatideos como sangue a fresco, esfregaco e gota espessa corados,
além de método de concentracdo de Strout. Essas técnicas detectam diretamente
formas tripomastigotas de T. cruzi circulantes no sangue e desta forma s&o
consideradas padréao-ouro para o diagnostico de fase aguda da doenca de Chagas.
Os testes foram realizados pelo LACEN-PE e SRDC - IAM/Fiocruz-PE.

Para o diagnostico sorologico, testes imunoenzimaticos foram utilizados. O kit
comercial GOLD ELISA (REM Industrias e Comércio LTDA, Sao Paulo, Brasil) foi
usado para deteccdo de anticorpos IgM anti-T. cruzi, sendo sua microplaca
sensibilizada com antigenos de T. cruzi. O kit BIOLISA Chagas Recombinante
(QUIBASA Quimica Basica Ltda, Minas Gerais, Brasil) que foi utilizado para
deteccdo de anticorpos IgG anti-T. cruzi, contendo antigenos recombinantes
revestidos em sua placa. A metodologia empregada seguiu as recomendacdes dos
fabricantes. Os resultados foram interpretados como reagentes quando os testes
apresentarem reatividade, e ndo-reagentes quando ndo apresentaram reatividade,
conforme o Il Consenso Brasileiro em doenca de Chagas, 2015 (DIAS et al., 2016).

Todos os testes soroldgicos foram realizados no SRDC - IAM/Fiocruz-PE.

6.9 Laudo de pesquisa

Um laudo de pesquisa direcionado ao diagndéstico por meio da técnica de
gPCR (Anexo 1) foi disponibilizado ao médico solicitante, com o resultado obtido na
gPCR para cada amostra testada, sendo considerados os resultados de dois
sistemas de primers direcionados ao SAT-DNA de T. cruzi, conforme ilustrado no

fluxograma a seguir (Figura 6).
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Figura 7 - Fluxograma ilustrando os critérios para classificagdo dos resultados a serem
descritos nos laudos de pesquisa disponibilizados aos médicos quanto aos resultados das gPCRs de
amostras dos individuos expostos ao surto de doenga de Chagas.

Laudos gPCR
e —
Negativo para os Positivos para os
dois sistemas dois sistemas

Positivo para um sistema
Negativo para o outro

Laudo Laudo
Negativo Positivo

Laudo
Inconclusivo®

= Indicagd@o de nova coleta para realizagdo de novo teste.
Fonte: A autora, 2019.

6.10 Acompanhamento clinico-terapéutico dos pacientes submetidos ao

tratamento etioldgico

Os pacientes submetidos ao tratamento etiolégico para a doenca de Chagas
foram acompanhados em trés momentos de coleta, além da coleta inicial para
diagnostico (momento 0), para avaliacdo da evolucao clinico-terapéutica. A primeira
coleta para acompanhamento aconteceu ao final do més de junho/2019, em média 1
més apos o inicio do tratamento; a segunda coleta ao final do més de julho/2019, em
média dois meses apds o inicio do tratamento; e a terceira coleta no més de
novembro, aproximadamente 5 — 6 meses apds o inicio do tratamento. Todos 0s
pacientes enquadrados nesta etapa receberam a terapia convencional
(Benzonidazol - produzido no Brasil pelo LAFEPE, como Benznidazol LAFEPE®),
segundo recomendacfes médicas. Todas as amostras passaram ainda por teste de
viabilidade, por meio da amplificacdo do gene G3PD, conforme protocolo descrito por
Gongalves et al. (2012).

6.11 Andlise dos resultados

Os parametros de sensibilidade e especificidade foram calculados utilizando

uma tabela de dupla entrada relacionando o diagndstico da doenca e o resultado do
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teste (QUADRO 2) (FERREIRA; AVILA, 2001). A sensibilidade (S) e especificidade

(E) foram determinados através das seguintes férmulas:

S: A E_ D
A+C B+D

Todos os calculos foram realizados com o auxilio de calculadora estatistica online

(https://www.openepi.com/DiagnosticTest/DiagnosticTest.htm).

Quadro 2 - Combinagéo binaria entre os resultados provaveis obtidos em um determinado teste e
o diagnéstico verdadeiro da doenca.

DOENCA — Diagnéstico verdadeiro
TESTES
Presente Ausente
Positivo Verdadeiros positivos Falsos gositivos
A
] Falsos negativos Verdadeiros negativos
Negativo c b

Fonte: Ferreira e Avila (2001)

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa BioEstat 5.0 (AYRES et al.,
2007) no qual foram determinadas a sensibilidade, especificidade, valores preditivos
e acuracia, e indicador de Kappa (k), sendo estes resultados classificados segundo
a interpretacdo sugerida por Landis e Koch (1977), considerando: k < 0.0,
concordancia insignificante; k= 0.0-0.20, concordancia ruim; k= 0.21-0.40,
concordéancia razoavel; k= 0.41-0.60, concordéncia moderada; k= 0.61-0.80, forte
concordéancia; e k= 0.81-1.00, otima concordancia entre os testes. Foi utilizada
também estatistica descritiva.

As analises foram realizadas relacionando os resultados entre o sistema de
primers desenvolvido nesta pesquisa e o0s testes parasitoldgicos diretos e sorologia
IgM anti-T. cruzi para o diagnéstico da doenca de Chagas (DIAS et al., 2016), bem
como entre o sistema primers e 0s critérios estabelecidos para a definicdo dos casos

pela Secretaria Estadual de Saude do Estado de Pernambuco (SES/PE).
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8 RESULTADOS

Nesta secéo serdo apresentados os resultados da dissertacao.

8.1 Escolha daregido alvo e desenho dos primers

As sequéncias do KDNA e do SAT-DNA de T. cruzi obtidas e analisadas
demonstraram regides conservadas e aptas a confeccdo dos sistemas de primers.
Apébs escolha destas sequéncias, as mesmas foram alinhadas junto as sequéncias
de Leishmania spp, no intuito de analisar a presenca de regifes conservadas dentre
as sequéncias dos diferentes organismos que poderiam levar a reacdes cruzadas,
conforme demonstrado na figura 8. ApOs andlises in silico, avaliou-se que as

sequéncias nao apresentaram homologia dentre os organismos citados.

Figura 8 - Alinhamento multiplo de sequéncias de Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. por meio do
software Mega (versao 7.1).

1.1118816.1 T.cruzi kinetoplastminici FCHECERETEBE - - - - ScEEEERETcETfEcATcHcccccEBflcAff AR TR cccAARE
2.6U059342.1 Trypanosoma cruzistt C B AEETcHEA - - - -HcEAREEC - - - - - - - - --------------- ATAEACCACAMC
3.X54470.1 L braziliensis guyanesis € C AMMMMEC IIIII -BcKBRECcE- - ---------- CCCCll- - -------- CCCHEAE
4 AB678348 1 Leishmania infanum | CCHEEEEEC c]llllc BcEEEEcE- - ---------- CccclAcccEEAEEACCAERRAA
5. AF231100.1 Leishmania braziliens cl|||l||lc|| -BcHBHEEC - - - --------- CCCETMCANANATASECCEAARA
6. HO585885.1 Leishmaniainfanium - - AEABTFEEER - - - -BcAGARAR - - - - ----- - - - CCCERmcATNTTETTEEcccEANAA
7. KC492156.1 Leishmania infantum clllllllll]l— ---ANEEEEEE- - ---------- CCCCRTMAATTEET - FcHCARARA
8. KX098514.1 Leishmania infantum « TEBENER- - - - - - - - - BchTTmAR- - ---------- CRAETATARAARATTACCARATAA

Fonte: A autora, 2019.

Legenda: Verde: Adenina (A). Azul: Citosina (C). Roxo: Guanina (G). Vermelho: Timina (T). T. cruzi:
Trypanosoma cruzi. L. braziliensis: Leishmania braziliensis. Os cédigos
M18816.1/GU059342.1/X55570.1/AB678348.1/AF231100.1/HQ585885.1/KC492156.1/KX098514.1
sao referentes ao numero de acesso (Acession:) da sequéncia no GenBank. Mesma cor representa
semelhanca entre as sequéncias, cores diferentes significam divergéncia.e

A partir da sequéncia M18816.1, dois sistemas foram desenvolvidos para o
alvo kDNA, intitulados TcB, com os primers TcB1 e TcB2 de sequéncias foword (F)
(Figura 8) e reverse (R), respectivamente, e CzB, de primers intitulados CzB1 (F)
(Figura 9) e CzB2 (R); e para o SAT-DNA a sequéncia GU059342.1 foi escolhida e o
sistema TcSAT-IAM, de primers TcSAT1 (F) (Figura 10) e TcSAT2 (R),

desenvolvido (Quadro 3).
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Figura 9 - Alinhamento de mutiplas sequéncias do kDNA de Trypanosoma cruzi, por meio do
software Mega (verséo 7.1).

y—Base 1140 Base 1160—;,

1.M18816.1 T.cruzi kinetoplast. ~ MEMMAEBRAGGCAT - - - - - - - - - - - - TGGTCTGAGTTGTG

2 M15511.1 Tz kinetoplast B HANNAEREECER - - - - - - - - - - - - EEEFETNEASTATAS - - - -
T TATEEEcEm EEETETEASTATAS - - - -

3. M15512.1 T.cruzi kinetoplast
4. M18814.1 T.cruzi kinetoplast
5. M18815.1 T.cruzi kinetoplast
6. X04680.1 Trypanosoma cruzi
7. AY490900.1 Trypanosoma cr

Fonte: A autora, 2019.

Legenda: Verde: Adenina (A). Azul: Citosina (C). Roxo: Guanina (G). Vermelho: Timina (T). Em
destaque a sequéncia referente ao primer TcB1. T. cruzi: Trypanosoma cruzi. Base 1140/1160:
referente a posicdo da base na sequéncia. Os codigos M18816.1/M15511.1/M115512.1/ M18814.1/
M18815.1/ X04680.1/AY490900 sédo referentes ao numero de acesso (Acession:) da sequéncia no
GenBank.

Figura 10 - Alinhamento de mutiplas sequéncias do kDNA de Trypanosoma cruzi, por meio do
software Mega (verséao 7.1).

¢ Base 1108 Base 1125—

1.M18816.1 T.cruzi kinetoplast CHACEBEAGGTGGGGGTTCGATTGGEENTEE

2.M15511.1T.cruzi kinetoplast c llllllllllllll°llllllllllll
3.M15512.1 T.cruzi kinetoplast GEEAGETEEEETTCEATTEEEETTEET
4.M18814.1 T.cruzi kinetoplast Illlllllllll lllllllll

5. M18815.1 T.cruzi kinetoplast
6. AY490900.1 Trypanosoma cr

Fonte: A autora, 2019.

Legenda: Verde: Adenina (A). Azul: Citosina (C). Roxo: Guanina (G). Vermelho: Timina (T). Em
destaque a sequéncia referente ao primer CzB1. T. cruzi: Trypanosoma cruzi. Base 1108/1125:
referente a posicao da base na sequéncia. Os cédigos
M18816.1/GU059342.1/X55570.1/AB678348.1/AF231100.1/HQ585885.1/KC492156.1/KX098514.1
sdo referentes ao numero de acesso (Acession:) da sequéncia no GenBank.

Figura 11 - Alinhamento de mutiplas sequéncias do SAT-DNA de Trypanosoma cruzi, por meio do
software Mega (versao 7.1).

§Base 04 Base 23—‘
1.GU059342.1 Trypanosoma cruzistrain - - - - - - - - - - - - BCEAAATTCCTCCAAGCAGCGGA

2. NW_001849576.1 Trypanosoms cru lllllcIlcllllllclllf-‘IIIlIlIIIGIIc III<='Z=I<>IIIIIc

3. AY520024.1 Trypanosoma cruzi clone

Fonte: A autora, 2019.

Legenda: Verde: Adenina (A). Azul: Citosina (C). Roxo: Guanina (G). Vermelho: Timina (T). Em
destaque para a sequéncia referente ao primer TcSAT1. Base 04/23: referente a posicao da base na
sequéncia. Os codigos GU059342.1/NW_001849576.1//AY520024.1 sdo referentes ao numero de
acesso (Acession:) da sequéncia no GenBank.
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Quadro 3 - Sistemas de primers desenhados para deteccdo do DNA de Trypanosoma cruzi.

Tamanho
Alvo Sistema | Primers Sequéncia dos primers Base do % CG| Tm
> produto

TcBl | F 5AGGCATTGGTCTGAGTTGTGTS | 21 48 |52,4°

TeB TcB2 |R5ACACCAATACCTACCACCACTTY | 22 L7 45 | 53°
KDNA CzB1 F 5AGGTGGGGGTTCGATTGG3’ 18 61 |52,6°
28 CzB2 | R5CCTACCACCACTTAAATACAGY | 22 200 43 |50,5°
SAT-DNA| TeSAT-IAM TcSAT1| F 5’AAATTCCTCCAAGCAGCGGA3 | 20 101 50 |51,8°
TcSAT2| R 5ATGAATGGCGGGAGTCAGAGY | 20 55 |53,8°

Fonte: A autora, 2019
Legenda: kDNA: DNA do cinetoplasto. SAT-DNA: DNA satélite. F: foword. R: reverse. %CG:
Percentual de bases citosina (C) e guanina (G). Tm: Temperatura de melting.

Ao ser realizado o BLAST das sequéncias dos sistemas de primers TcB e
CzB observou-se que a porcentagem para a cobertura e identidade das sequéncias
foi de 100% com relagdo ao T. cruzi. O mesmo resultado foi obtido quando realizado
0 BLAST para as sequéncias do TcSAT-IAM. Para todos os sistemas, foi inexistente

a cobertura e identidade para outros tripanossomatideos.

8.2 Testes iniciais dos sistemas de primers e padronizagcéo das condicdes de

reacdo da PCR em tempo real

Inicialmente, todos os sistemas de primers desenvolvidos nesse estudo (TcB,
CzB e TcSAT-IAM), bem como os sistemas preditos na literatura (TCZ e Cruzi,
desenvolvidos por Moser et al. 1989 e Piron et al. 2007, respectivamente) foram
testados em experimento preliminar.

Os sistemas TcB e CzB, ambos para o KDNA de T. cruzi, ndo apresentaram
amplificacdo para nenhuma das concentracfes de DNA a que foram testados. Estes
foram excluidos da pesquisa, por ndo se mostrarem sensiveis na deteccao do alvo.

Os sistemas TcSAT-IAM, Cruzi e TCZ, ambos direcionados ao SAT-DNA de
T. cruzi, foram testados. Para o primeiro sistema todas as concentracées de DNA
parasitario testadas (1ng — 1fg) obtiveram amplificacdo, com limite de deteccao de
1fg; as amostras de NTC deste sistema n&do apresentaram amplificagcdo. Para o
segundo sistema, os mesmos resultados foram alcancados, com limite de deteccéo

de 1fg, bem como nao havendo amplificagdo do controle negativo. Para o terceiro e
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ultimo sistema testado para o alvo, o limite de deteccdo apresentado foi de 100pg;
as amostras de controle negativo apresentaram amplificacdo. Devido a isto, o
sistema TCZ foi entdo submetido & nova PCR, desta vez com primers nas
concentragbes de 3 e 4 pmol/pL, visando testar se a amplificacdo da amostra sem
DNA poderia ser proveniente de dimeros de primers, bem como testar mais uma vez
0 seu limite de deteccdo. As concentracbes de 1ng — 1 fg e amostras sem DNA
foram novamente testadas. Apds analise, verificou-se que as amostras de controle
negativo continuavam a apresentar amplificagcbes, com Temperatura de melting
similar a das amostras da curva. Uma vez que os demais sistemas testados para o
alvo SAT-DNA apresentaram resultados mais promissores, o sistema TCZ foi
excluido da pesquisa.

Seguindo, os sistemas TcSAT-IAM (Figura 8) e Cruzi (Figura 9) passaram a
etapa de especificidade. O sistema TcSAT-IAM nédo apresentou amplificacdo acima
do limiar de deteccédo para o DNA de Leishmania spp. O sistema Cruzi apresentou
amplificacBes tardias para as amostras de Leishmania spp. Desta forma, foi aplicado
o célculo de especificidade, onde os resultados obtidos mostraram que o sistema é
aproximadamente 107!? vezes mais especifico para o alvo do que para L.
braziliensis, bem como aproximadamente 102 vezes mais especificos para o alvo

gue para o DNA de L.infantum.
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Figura 12 - Curva de amplificacdo do teste de especificidade para o sistema TcSAT-IAM.

Amplification Plot

100

Linha threshold

| =
o 1
<l
0.487474 3
0.1
NTC
0.01
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 35 38 40
Cycle
| Lbing || Li100pg |[ Lit00fg |

M TcSAT

Fonte: A autora, 2019.
Legenda: Tc: Trypanosoma cruzi. Li: Leishmania infantum Lb: Leishmania braziliensis. ng:
Nanograma. pg: Picograma. fg: Fentograma. NTC: Controle negativo (amostra sem DNA).



Figura 13 - Curva de melting do teste de especificidade para o sistema TcSAT-IAM.

Melt Curve Plot
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Fonte: A autora, 2019.
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Legenda: Linha vermelha: amostra de 1ng de DNA de Trypanosoma cruzi. Linha azul: amostra de 1fg
de DNA de Trypanosoma cruzi. Linha laranja: amostra de 1ng de DNA de Leishmania infantum. Linha
roxa: amostra de 1ng de DNA de Leishmania braziliensis. Linha verde: amostra controle negativo

(NTC - amostra sem DNA).



Figura 14 - Curva de amplificacdo para o teste de especificidade para o sistema Cruzi.

Amplification Plot

| Linha threshold |

0.1 0.091135 |

ARNn

0.01

NTC
-
B
s ]
0.001 -
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34\ 36 38 40
Cycle \

| Litng || Lb1ng || Lb100fg |

Cruzi

Fonte: A autora, 2019.
Legenda: Tc: Trypanosoma cruzi. Li: Leishmania infantum Lb: Leishmania braziliensis. ng:
Nanograma. fg: Fentograma. NTC: Controle negativo (amostra sem DNA).
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Figura 15 - Curva de melting para o teste de especificidade para o sistema Cruzi.
Melt Curve Plot

340000.0
200000.0
240000.0 A4\

180000.0 /"'

Derivative Reporter (—Rn?)

140000.0

90000.0

40000.0 —— -

68.0 73.0 78.0 83.0 88.0

Temperature (*C)

Fonte: Adaptada da QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.4.3..
Legenda: Linha vermelha: amostra de 1ng de DNA de Trypanosoma cruzi. Linha azul: amostra de 1fg
de DNA de Trypanosoma cruzi. Linha laranja: amostra de 1ng de DNA de Leishmania infantum. Linha
roxa: amostra de 1ng de DNA de Leishmania braziliensis. Linha verde: amostra controle negativo
(NTC - amostra sem DNA).

Os sistemas TcSAT-IAM e Cruzi apresentaram altas sensibilidade, detectando
até 1 fg de DNA parasitario (equivalente a cerca de 0,003 parasitos/reacao), e

eficiéncia, de aproximadamente 94%, na deteccdo do DNA de T. cruzi.

8.3 Avaliacdo dareprodutibilidade

Conforme item 6.5, a andlise de reprodutibilidade através do CV intra-ensaio
para o sistema TcSAT-IAM foi de 4,75% (0,5 fg/uL), 7,06% (5 fg/uL), 2,11% (50
fg/uL) e 1,03% (0,5 pg/uL). Para o sistema Cruzi o CV foi de 4,28% (0,5 fg/uL),
7,92% (5 fg/uL), 3,68% (50 fg/uL) e 3,39% (0,5 pg/uL). O CV inter-ensaio obtido para
o sistema TcSAT-IAM foi de 6,37% (0,5 fg/uL), 6,79% (5 fg/uL), 3,50% (50 fg/uL) e
4,69% (0,5 pg/uL). Para o sistema Cruzi o CV foi de 7,93% (0,5 fg/uL), 9,43% (5
fg/uL), 1,68% (50 fg/uL) e 1,75% (0,5 pg/uL). Diante dos valores expostos, estes

apresentaram uma baixa disperséo, significando que os dados sdo homogéneos.
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8.4 Teste em amostras

Os resultados das amostras dos 77 individuos expostos ao surto de DC séo
apresentados a seguir.

8.4.1 Caracterizacdo amostral

Dentre os 77 individuos expostos ao surto de DC, 40 eram do sexo feminino e
37 do sexo masculino, com média de idade de 34 anos e, deste total, 39 foram
considerados CASOS para a infecgdo pelo T. cruzi, segundo dados da Secretaria
Estadual de Saude do Estado de Pernambuco (SES/PE). A classificacdo dos
individuos foi confirmada através de critérios Clinico-epidemiologico (sem exames
laboratoriais positivos, porém com sinais clinicos indicativos de infec¢do pelo T.
cruzi) ou Laboratorial (com diagndsticos parasitologico e/ou sorolégico positivos para
a infeccao pelo T. cruzi).

Um fluxograma ilustrando os métodos diagndsticos utilizados para
classificacdo dos individuos expostos ao surto de DC é demonstrado a seguir
(Figura 16).

Figura 16 - Fluxograma ilustrando o diagnéstico dos individuos expostos ao surto de doenca de
Chagas, considerando critérios diagnésticos adotados pela Secretaria Estadual de Saude do Estado
de Pernambuco.

77 Individuos
—
| 38 Negativos | | I
| | = S P— ' -
T I Clinico-epidemiolégico Laboratorial
43= Sarelagico = Paasitologicn I l Soroldgicoe/ou Parasitologico
Negativo Negativo
5- NR 9- NR EIEI E’EI
38 - qPCR E—_— L [ 1
2 Pos/36 Neg 11 - Sorolégico 8 — Parasitolégico | | 28 - Sorolégico 25 - Parasitologico
Negativo Nzegar:go 25 Pos/3 Neg 23 Pos/2 Neg
28 - qPCR
11— gqPCR 16 Pos/12 Neg
5Pos/6 Neg

Fonte: A autora, 2019.
Legenda: Pos: Positivo. Neg: Negativo. NR: N&o realizado
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No quadro 4 est4d descrita a sintomatologia notificada dos 39 casos
confirmados, bem como a classificagcdo dos pacientes dentro dos critérios
estabelecidos pela SES/PE.

Quadro 4 - Sintomatologia notificada e classificacao dos pacientes dentre os critérios Laboratorial e
Clinico-epidemioldgico pela Secretaria Estadual de Saude do Estado de Pernambuco.

Paciente Critério* Sintomatologia
A|B|C|D|E|[F|G|H|I|J|K|[L|{M|N|O|P|Q]|R
1 C.E. X
2 LAB (Sor) X
3 LAB (Sor/Par) X X
4 C.E. X X X
5 LAB (Sor) X X | X X | X
6** LAB (Par)
7 LAB (Sor/Par) X X X | X X
8 C.E. X[ X X | X X
9 LAB (Sor/Par) X X X X | X X
10 LAB (Sor/Par) X X
11 LAB (Sor) X X | X X X
12** LAB (Sor)
13 LAB (Sor) X | X X X X
14 LAB (Sor) X XX | X X X
15 C.E. X X
16 LAB (Sor/Par) X X[ X X X
17 LAB (Sor/Par) | X
18 LAB (Sor/Par) X X X X X
19 LAB (Sor/Par) X[ X X X X X X
20 LAB (Sor/Par) X X X
21 LAB (Sor/Par) X | X X | X
22 C.E. X
23 LAB (Sor/Par) X X[ X | X
24 LAB (Sor/Par) X X[ X[ X X X X
25 LAB (Sor/Par) X X X X | X
26 C.E. X[ X X
27 C.E. X
28 C.E. X
29 LAB (Sor/Par) X X[ X[ X X X X
30 LAB (Sor/Par) XX X[ X]|X X X
31 LAB (Par) X X
32 LAB (Sor/Par) X | X X X X X
33 C.E. X[ X X | X X | X X
34 LAB (Sor/Par) X| X[ X
35 C.E. X
36 LAB (Sor) X[ X[ X X X
37 C.E. X X
38 LAB (Par) X[ X[ XX X X
39 LAB (Sor/Par) X X[ X[ X X X

Fonte: A autora, 2019.

Legenda: LAB.: Laboratorial. Sor: Positivo para teste sorolégico. Par: Positivo para teste
parasitologico. C.E.: Clinico-epidemiolédgico. *: Critério estabelecido pelo Secretaria Estadual de
Saude de Pernambuco para os casos de doenca de Chagas do surto ocorrido em Ibimirim/PE. **:
Paciente sem sintomatologia descrita. A: Assintomatico. B: Febre. C: Cefaleia. D: Dor
abdominal/Diarreia. E: Edema. F: Arritmias. G: Esplenomegalia H: Hepatomegalia. I:
Eritema/Exantema. J: Prostracdo. K: Sinais de Insuficiéncia Cardiaca (ICC). L: Dor articular. M:
Mialgias. N: Nauseas/Voémito. O: Sudorese/Calafrios. P: Palpitacdo. Q: Astenia. R: Dor no corpo.
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8.4.2 Andlises dos resultados do sistema TcSAT-IAM em compara¢éo aos dos
critérios estabelecidos pela Secretaria Estadual de Saude do Estado de

Pernambuco para diagnostico dos casos

Uma andlise comparativa foi realizada, relacionando os dados obtidos
seguindo os critérios da SES/PE e os resultados da qPCR pelo sistema TcSAT-IAM
(Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados dos critérios diagndsticos considerados pela Secretaria Estadual de Satde do
Estado de Pernambuco, em comparac¢éo aos do sistema de primers TCSAT-IAM para a detec¢éo do
DNA de Trypanosoma cruzi.

TcSAT C-ll:lteI’IOS SES/P_E
+ 21 2 23
- 18 36 54
Total 39 38 77
Kappa 0,4832
Valordep [<0,0001

Fonte: A autora, 2019.

Levando em consideracéo os resultados dos 39 pacientes classificados pela
SES/PE, a sensibilidade do sistema TcSAT-IAM foi de 53,85%, com intervalo de
confianca (IC) inferior 38,57 e superior 68,43, e a especificidade foi de 94,74% (IC
inferior 82,71 e superior 98,54); valores preditivos positivo e negativo de 91,3% e
66,67%, respectivamente; acuracia de 74% e concordancia considerada moderada,
segundo Landis e Koch (1977).

Uma andlise comparativa entre os dados obtidos a partir do critério
laboratorial em relacdo aos dados da gPCR pelo sistema TcSAT-IAM, também foi

realizada (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados do critério laboratorial - Secretaria Estadual de Salde do Estado de
Pernambuco, em comparacao aos do sistema de primers TcSAT-IAM para a detecgdo do DNA de
Trypanosoma cruzi.

TCSAT-IAM CrJlrterlo Laboratoilal
+ 16 7 23
R 12 42 54
Total 28 49 77
Kappa 0, 4456
Valordep |<0,0001

Fonte: A autora, 2019.
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Levando em consideracdo os resultados dos 28 casos segundo 0s critérios
laboratoriais utilizados pela SES/PE, a sensibilidade e a especificidade do sistema
TcSAT-IAM foram de 57,14% (IC inferior 39.07 e superior 73.49) e 85,71% (IC
inferior 73.33 e superior 92.9), respectivamente; valores preditivos positivo e
negativo de 69,57% e 77,78%, respectivamente; acurécia de 75,32% e concordancia
considerada moderada, segundo Landis e Koch (1977).

Desses 28 pacientes, 16 obtiveram gPCR positiva, concordando com
resultados dos testes parasitologicos diretos e sorologia IgM anti-T. cruzi.

Quando considerado apenas os resultados das amostras de pacientes
classificados pelo critério laboratorial da SES/PE, que foram coletadas antes ou até
3 dias apés implementacdo do tratamento etiologico para DC, as analises
demonstraram que, dos 13 pacientes que se enquadraram nesta analise, 100%
apresentaram concordancia dentre os resultados de gPCR e critério laboratorial
(Quadro 5).

Quadro 5. Analise de concordancia dos resultados de pacientes classificados pelo critério laboratorial
com amostras coletadas para PCR em tempo real antes ou até 3 dias pés-inicio de tratamento
etiolégico para doenca de Chagas.

Paciente Cp (fg/uL) - Dias de tratamento
Momento O
2 8,32 fg 0
3 99,5 fg 2
5 14.346,68 fg 1
7 2.975,95 fg 2
9 1.297,16 fg 2
10 151,55 fg 3
16 6.033,75 fg 3
17 4.716,02 fg 2
18 2.926,35 fg 0
21 7.475,6 fg 1
24 281,46 fg 2
30 2.214,47 fg 3
34 3.381,64 fg 0

Fonte: A autora, 2019.
Legenda: Cp: Carga parasitaria. fg: Fentograma

Considerando os 11 casos classificados pelo critério clinico-epidemioldgico,
todos os que foram submetidos aos testes sorolégicos e/ou parasitoldgicos
obtiveram resultados negativos. No entanto, todos os pacientes enquadrados nesse
critério tiveram amostras submetidas a gPCR, tendo 5 (45,45%) deles obtido

resultados positivos, e 6 (54,54%) resultados negativos para a deteccao do DNA de
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T. cruzi pelo sistema TcSAT-IAM sendo que, destas, 2 ja haviam iniciado a terapia

antiparasitaria ha pelo menos 8 dias (Quadro 6).

Quadro 6. Analise dos resultados de pacientes classificados pelo critério clinico-epidemiolégico com
amostra coletadas para PCR em tempo real e informacdes quanto ao tratamento etiolégico para
doenca de Chagas.

Paciente Cp (fg/uL) - Dias de tratamento
Momento O
1 18,5 fg 1
4 15,83 fg 0
8 10,57 fg *
15 - 8
22 - 0
26 - 0
27 22,65 fg 0
28 - 0
33 - 0
35 22,77 fg 0
37 - 20

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
Legenda: Cp: Carga parasitaria. fg: Fentograma. -: negativo para deteccdo do DNA de Trypanosoma
cruzi. *: sem informagao de inicio de tratamento.

8.4.3 Avaliacao do sistema TcSAT-IAM em relacdo aos dos testes parasitologicos
diretos e sorologia IgM anti-T. cruzi para o diagndstico da doenca de Chagas,

conforme Il Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas

Os resultados entre o sistema TcSAT-IAM e testes parasitologico (Tabela 3) e

entre TCSAT-IAM e sorologia IgM anti-T. cruzi (Tabela 4) sdo demonstrados a seguir.

Tabela 3 — Resultados do diagndstico parasitologico em comparacdo aos do sistema de gPCR
TcSAT-IAM para a deteccdo do DNA de Trypanosoma cruzi.

TeSAT - ParaS|toIog|_|co
+ 13 7 20
- 10 32 42
Total 23 39 62
Kappa 0,3963
Valor dep |0,0008

Fonte: A autora, 2019.
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Tabela 4 — Resultados da sorologia IgM anti-T. cruzi em comparacéo aos do sistema de gPCR
TcSAT-IAM para a deteccdo do DNA de Trypanosoma cruzi.

TCSAT-IAM _—Sorologia
+ 15 8 23
- 10 39 49
Total 25 47 72
Kappa 0,438
Valordep [<0.0001

Fonte: A autora, 2019.

Para o sistema TcSAT-IAM a sensibilidade e a especificidade foram de
56,52% (IC inferior 36,81 e superior 74,37) e 82,05% (IC inferior 67,33 e supeior
91,02), respectivamente, apresentando acuracia de 72,58%, e valores preditivos
positivo e negativo 65% e 76,19%, respectivamente, com concordancia considerada
razoavel, segundo Landis e Koch (1977), em relacdo ao diagndéstico parasitoldgico.
Relacionando o mesmo sistema ao diagnostico sorolégico por deteccdo de
anticorpos IgM anti-T. cruzi, os resultados de sensibilidade e especificidade foram de
60% (IC inferior 40,74 e superior 76,6) e 82,98% (IC inferior 69,86 e superior 91,11),
respectivamente, com acuracia de 75% e valores preditivos positivo e negativo
65,22% e 79,59%, respectivamente, com concordancia considerada moderada
segundo Landis e Koch (1977).

8.4.4 Sistema Cruzi: analise de concordancia com o sitema TcSAT-IAM e
comparacao com critérios diagnosticos estabelecidos pela Secretaria

Estadual de Saude do Estado de Pernambuco

Das amostras de sangue dos 77 individuos expostos ao surto de DC, 69
(89,61%) obtiveram resultados concordantes entre os dois sistemas testados,
TcSAT-IAM e Cruzi (PIRON et al., 2007), sendo 50 amostras negativas e 19
amostras positivas para ambos os sistemas. Trés amostras obtiveram resultado
positivo para deteccdo do DNA de T. cruzi apenas pelo sistema TcSAT-IAM,
enquanto 5 amostras obtiveram resultado positivo apenas para o sistema Cruzi.

Apés andlises, em 19 amostras o laudo de pesquisa ofertado possuiu
resultado positivo para a deteccdo de DNA do parasito, 8 amostras obtiveram laudo
com resultado inconclusivo para a deteccdo de DNA parasitario e 50 amostras

apresentaram laudo de resultado negativo para a detecgdo de DNA de T. cruzi.
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Uma andlise comparativa entre os dados obtidos seguindo os critérios da
SES/PE e os obtidos com o sistema Cruzi foi realizada, como demonstrada a seguir
(Tabela 5).

Tabela 5 — Tabela de dupla entrada relacionando os resultados do critério laboratorial, considerado
pela Secretaria Estadual de Saude do Estado de Pernambuco, em comparacgéo aos do sistema de
Cruzi para a deteccdo do DNA de Trypanosoma cruzi.

. Critério Laboratorial
Cruzi T :
+ 19 4 23
- 20 34 54
Total 39 38 77
Kappa 0, 3799
Valordep |0,0001

Fonte: A autora, 2019.

Para o sistema Cruzi a sensibilidade e a especificidade foram de 48,72% (IC
inferior 33,86 e superior 63,8) e 89,47% (IC inferior 75,87 e superior 95,83),
respectivamente, em relacdo aos critérios para classificacdo dos casos pela
SES/PE, com acuracia de 68,83% e valores preditivos positivo e negativo de 82,61%
e 62,96%, respectivamente, tendo uma concordancia considerada razoavel,
segundo Landis e Koch (1977).

Uma analise comparativa entre os dados obtidos a partir do critério
laboratorial em relacdo aos dados da gPCR pelo sistema Cruzi também foi realizada
(Tabela 6).

Tabela 6 — Resultados do critério laboratorial - Secretaria Estadual de Saude do Estado de
Pernambuco, em comparacéo aos do sistema Cruzi para a deteccéo do DNA de Trypanosoma cruzi.

. Critério Laboratorial
Cruzi " -
+ 16 7 23
R 12 42 54
Total 28 49 77
Kappa 0,4456
Valordep [<0,0001

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Considerando os resultados dos 28 individuos classificados como Casos pelo
critério laboratorial pela SES/PE, a sensibilidade e a especificidade do sistema Cruzi
foram de 57,14% (IC inferior 39,07 e superior 73,49) e 85,71% (IC inferior 73,33 e

superior 92,9), respectivamente; valores preditivos positivo e negativo de 69,57% e



60

77,78%, respectivamente; acuracia de 75,32% e concordancia considerada
moderada segundo Landis e Koch (1977), assim como o0s apresentados pelo
sistema TCSAT-IAM.

Considerando os 11 casos classificados pelo critério clinico-epidemiolégico
(sem testes sorolédgicos e/ou parasitolégicos positivos), 3 (27,27%) deles obtiveram
resultados positivos e 8 (72,73%) resultados negativos para a deteccdo do DNA de

T. cruzi pelo sistema Cruzi.

8.4.5 Avaliacdo de outros espécimes clinicos

Amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) e sémen precedentes de alguns
dos individuos expostos ao surto também foram testadas, sendo aplicadas ao
sistema TCSAT-IAM.

Uma amostra de LCR foi submetida a qPCR pelo sistema, obtendo resultado
negativo para deteccdo do DNA de T. cruzi.

De um total de 6 amostras de sémen de individuos envolvidos no surto, 1
obteve resultado positivo para deteccdo do DNA de T. cruzi pelo sistema TcSAT-

IAM, enquanto, num total de 5 amostras, o resultado foi negativo.

8.5 Acompanhamento clinico-terapéutico por PCR em tempo real em

pacientes submetidos ao tratamento etiolégico para doenca de Chagas

Inicialmente, 44 individuos foram submetidos ao tratamento para a doenca de
Chagas. Contudo, 5 destes individuos ndo apresentavam diagndstico reagente pelos
testes parasitolégicos diretos e sorologia IgM anti-T. cruzi, ou sintomatologia
coincidente com a infeccdo pelo T. cruzi, tendo tratamento iniciado com base em
critérios médicos. Quando realizada a qPCR em amostras destes individuos, devido
a ndo deteccdo do DNA de T. cruzi, o tratamento foi suspenso e tais individuos
retirados da lista de casos.

Os 39 pacientes submetidos ao tratamento etiol6gico foram acompanhados
nesta pesquisa. No quadro 6 pode-se observar a comparacdo da carga parasitaria

dentre os pacientes acompanhados apds inicio do tratamento etioldgico.
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Quadro 7. Acompanhamento de carga parasitaria e evolugéo clinico-terapéutica por meio de

PCR em tempo real dos pacientes do surto de doenca de Chagas.

Paci Cp (fg) — Coleta Cp (fg) — Coleta 1 Cp (fg) — Coleta 2 Cp (fg) — Coleta 3
aciente . . .
Momento O poOs-tratamento poOs-tratamento pos-tratamento
1 18,5 - =
2 8,32 * - -
3 99,5 = =
4 15,83 * - -
5 14.346,68 - - *
6 - 20,5 - -
7 2.975,95 17,63 - -
8 10,57 * - *
9 1.297,16 - - -
10 151,55 8,12 - -
11 381,86 2,36 - =
12 - - - -
13 - * = =
14 80,99 6,27 - -
15 - * = =
16 6.033,75 - - -
17 4.716,02 - - -
18 2.926,35 - *
19 - = =
20 - - -
21 7.475,6 - = =
22 - * - *
23 - * = =
24 281,46 * - -
25 - * = =
26 - * - *
27 22,65 - = =
28 - * - -
29 - * : =
30 2.214,47 - - -
31 - * : =
32 - * - -
33 - * - *
34 3.381,64 - - -
35 22,77 - - -
36 - * - -
37 - * - -
38 - * - -
39 - * * *

Fonte: A autora, 2019
Legenda: Cp: Carga parasitaria; -: sem carga parasitaria detectavel; *: ndo foi realizado teste de
acompanhamento; fg: Fentograma. Momento O: primeira coleta/coleta para diagnéstico.

Na primeira coleta de acompanhamento de carga parasitaria, das 18

amostras coletadas, 4 (22,22%) apresentaram resultados positivos para a deteccéo

do DNA de T. cruzi, com reducdo de carga parasitaria em relacédo a primeira coleta

(coleta para diagnéstico), enquanto 1 amostra que nao possuia positividade na

primeira coleta, obteve positividade neste momento; apresentando, no entanto, uma

baixa carga parasitaria. As 13 amostras (72,22%) restantes obtiveram resultado
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negativo para detecgdo do DNA de T. cruzi. A partir da segunda coleta de
acompanhamento observou-se, por meio da gPCR, a negativacdo de carga
parasitaria detectavel em todas as amostras testadas.
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9 DISCUSSAO

No presente estudo, sistemas de primers visando a detec¢do do DNA de T.
cruzi foram desenvolvidos e testados quanto a sua sensibilidade e especificidade.
Duffy et al. (2009) indicam que o DNA nuclear de T. cruzi é altamente conservado,
favorecendo sua utilizacdo para qPCR; o que estd de acordo com os resultados
obtidos nesta pesquisa, em que o0s sistemas utilizados para o alvo apresentaram
resultados promissores, indicando a possibilidade de utilizacdo destes na rotina
diagnéstica para a doenca de Chagas.

Durante a otimizacao dos sistemas, os primers Cruzi 1 e 2 apresentaram altas
sensibilidade e eficiéncia na deteccdo do SAT-DNA de T. cruzi. Estudos utilizando
0S mesmos primers corroboram com tal perspectiva, indicando que o sistema citado
pode ser utilizado no diagnostico da infeccéo pelo T. cruzi, por meio da técnica de
gPCR (ABRAS et al.,, 2018). Do mesmo modo o sistema de primers TcSAT-IAM,
aqui desenvolvido, apresentou resultados equivalentes ou mesmo superiores ao do
sistema supracitado tendo em vista que, durante a etapa de otimizacdo dos dois
sistemas de diagnostico molecular em teste, ndo foram identificadas amplificacdes
para o DNA de outros tripanossomatideos pelo sistema desenvolvido neste estudo,
enquanto que, para o sistema da literatura, amplificacfes tardias para o DNA de
Leishmania spp. foram observadas. Tais sistemas alcancaram deteccéo de até 1 fg
de DNA parasitario, o que equivale 0,003% do DNA de um parasito; enquanto os
sistemas desenvolvidos e testados para o KDNA de T. cruzi ndo apresentaram
amplificacdo. Estes resultados podem ser justificados devido ao fato do DNA
presente no cinetoplasto se apresentar de maneira catenada, o que pressupde a
necessidade de revisdo do processo de aquisicao desse DNA (BRITTO et al., 1993;
TEIXEIRA et al., 2011).

Todos os individuos expostos ao surto tiveram amostras submetidas a qPCR
por ambos os sistemas de primers predito na literatura e desenvolvido neste estudo
(Cruzi e TcSAT-IAM, respectivamente). Devido a necessidade de atendimento aos
participantes do evento e almejando maior confiabilidade nos resultados, optou-se
por ofertar um laudo de pesquisa com o resultado dos dois sistemas de primers
citados. Estes laudos de pesquisa ofertados, com os resultados dos testes

moleculares, puderam auxiliar os médicos em suas tomadas de decisdo, tendo em
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vista que parte dos individuos ndo possuia exames laboratoriais por outras técnicas
diagnoésticas.

ApOs analises dos testes moleculares em amostras de sangue, foi
evidenciado que o sistema TcSAT-IAM apresentou, neste estudo, resultados
superiores que os do sistema Cruzi, no qual o primeiro demonstrou concordancia
moderada e o segundo obteve concordancia razoavel (LANDIS; KOCH, 1977).
Comparando valores de sensibilidade, especificidade e acuracia de cada um dos
sistemas em relacdo aos 39 casos considerados dentro dos critérios diagnosticos
estabelecidos pela SES/PE, o TcSAT-IAM também obteve resultados superiores
(53,85%, 94,74% e 74%, respectivamente, enquanto o Cruzi apresentou 48,72%,
89,47% e 68,83%, respectivamente). Assim, as analises seguiram com 0 sistema
TcSAT-IAM sendo considerado como metodologia em teste a ser comparada com o0s
testes parasitologicos e sorologicos para o diagndéstico da doenca.

Avila et al. (1991) apontam que os testes sorologicos apresentam alta
sensibilidade, mas carecem de especificidade, e que a PCR poderia ser utilizada
como complemento para testes soroldgicos. Em relacdo aos exames
parasitoldgicos, a técnica € considerada operador-dependente, além da necessidade
de experiéncia e formacao continuada em microscopia, conforme a Portaria n° 57,
de 30 de outubro de 2018, no Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Doenca
de Chagas (BRASIL, 2018).

Neste estudo, 5 amostras de pacientes classificados pelo critério clinico-
epidemiologico da SES/PE nao obtiveram resultados positivos pelos métodos de
diagndstico parasitolégicos diretos e sorologia IgM anti-T. cruzi, obtendo, contudo,
resultados positivos na gPCR pelo sistema TcSAT-IAM, sendo estes concordantes
com as manifestacdes clinicas apresentadas pelos pacientes. Ainda, dos 38
individuos negativos pelos critérios de classificacdo da SES/PE (ndo apresentando
testes sorolégicos e parasitologicos reagentes, bem como assintomaticos), 2
apresentaram gPCR positiva. O que possivelmente deve-se ao fato dessa ser uma
técnica extremamente sensivel (ABRAS et al, 2018), reforcando que o sistema
utilizado nesta pesquisa demonstra possuir altas sensibilidade e especificidade na
identificacdo do DNA de T. cruzi.

Em um surto de DC ocorrido ao final de 2017 no estado do Amazonas, 8
individuos que haviam consumido polpa de acai possivelmente contaminado por T.

cruzi foram avaliados clinicamente e tiveram amostras de sangue submetidas a
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PCR, cultura e xenodiagnostco, sendo estas duas Ultimas técnicas bem-sucedidas
em 6 e 7 amostras, respectivamente; enquanto, para a PCR, todas as amostras
obtiveram positividade (SANTANA et al., 2019). Tais dados corroboram com a
importancia de empregar uma tecnologia que demonstra tamanha sensibilidade ao
diagndéstico de rotina.

Do total de 44 individuos inicialmente submetidos ao tratamento para a
infeccdo pelo T. cruzi, 5 destes ndo apresentavam testes de diagndstico
parasitolégico direto e sorologia IgM anti-T. cruzi com resultados positivos, bem
como ndo apresentavam sintomatologia ou exames clinicos compativeis com a
infeccdo, tendo tratamento iniciado com base em sua participacdo no evento, além
de outros critérios médicos considerados para a implementacao terapéutica. A g°PCR
possuiu papel de extrema importancia nesses casos, em especial, pelo fato de ter
sido a metodologia diagnéstica que auxiliou na tomada de decisdo dos médicos
quanto a continuidade ou suspensdo da terapia antiparasitaria. E inegavel a
importancia e confiabilidade de um teste de diagnostico positivo por métodos
parasitologicos. No entanto, a auséncia de visualizacdo do parasito na amostra
testada pode nao significar que o individuo suspeito esteja livre da infec¢cdo. Pérez-
Molina e Molina (2018) afirmam que, geralmente, a técnica de PCR apresenta-se
positiva dias ou até mesmo semanas antes da deteccéo parasitaria no sangue.

E interessante observar as diferencas genéticas entre as diversas DTUs de T.
cruzi, relacionadas a sua variabilidade biologica, e que este fato pode influenciar em
divergéncias na parasitemia em humanos (BRITTO et al., 2009), e estudos que
possam identificar essas variacdes e sua distribuicdo se mostram cada vez mais
relevantes.

Além de amostras de sangue, 1 (2,56%) paciente com suspeita de
comprometimento neuroldgico teve amostra de LCR submetida ao diagndéstico
molecular. Apés realizacdo da técnica, as analises demonstraram que a amostra de
LCR apresentou resultado negativo para a detec¢cdo do DNA de T. cruzi, ao passo
gue outras investigacfes clinicas também discordavam da hipétese diagndstica,
sendo a suspeita descartada pela equipe médica. Este resultado foi concordante
com o resultado da gPCR da amostra de sangue deste individuo, que foi negativo.
Finsterer e Auer (2013) indicam que o comprometimento cerebral por parasitos é
uma importante manifestacdo clinica em grande parte das parasitoses que afetam

humanos, estando a infeccdo pelo T. cruzi incluida neste grupo. Fica et al. (2017)
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apontam que a andlise de LCR pela técnica molecular tem sido pouco avaliada
sendo, contudo, uma nova abordagem que possui significativo valor diagndstico.

Amostras de sémen de 6 (15,38%) individuos também foram testadas pela
gPCR. Dentre estas, 1 (16,66%) apresentou resultado positivo para a detecgéo do T.
cruzi no espécime testado. Do total de individuos com amostras de sémen testadas,
2 apresentaram gPCR positiva em amostras de sangue total, além de apresentarem
positividade no teste parasitoldgico e na sorologia IgM anti-T. cruzi, estando entre
esses 2 0 Unico com positividade nesse espécime; 3 apresentaram gPCR negativa
em suas amostras de sangue total, apresentando positividade no teste
parasitologico e na sorologia IgM anti-T. cruzi; e 1 apresentou negatividade em todos
0S espécimes e por todas as técnicas testadas. Vale destacar que os 3 pacientes
com gPCR negativas tanto nas amostras de sangue total quanto no sémen, ja
estavam em média com 17,33 dias de tratamento quando tiveram amostras de
sangue submetidas ao diagnéstico molecular.

Estudos vém demonstrando a possibilidade da via sexual como mais uma
dentre as formas de transmissdo da DC, evidenciando a importancia de sua
investigacdo, tendo em vista a sua contribuicdo para a manutencdo do ciclo de
transmissdo do parasito (MARTIN et al., 2015; RIOS et al., 2018). Em um estudo de
Almeida et al. (2019), a técnica molecular foi utilizada para caracterizacdo em
animais de biotério, demonstrando sua importancia e a necessidade de maiores
investigacOes sobre essa via de infeccdo. Gomes et al. (2019), em um estudo de
revisao, indicaram que essa via de transmissao possui importante papel na saude
publica, especialmente diante da possibilidade de transmisséo vertical, bem como
pela migracdo de individuos de areas endémicas para a DC para as areas nao
endémicas.

O tratamento, realizado no Brasil com o uso do benznidazol, oferece eficacia
aproximada de 100% quando administrado no inicio da infeccdo aguda
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019), o que estd de acordo com 0s
resultados deste trabalho. A partir dos dados da evolucao clinico-terapéutica dos
individuos infectados no surto ocorrido no sertdo pernambucano em que, até o
momento, 3 coletas de sangue e gPCRs pés-tratamento foram realizadas,
apresentando negativagdo de carga parasitaria detectavel pela técnica molecular,
sendo esta a metodologia atualmente indicada para o acompanhamento da evolugéo

terapéutica dos individuos submetidos ao tratamento (DIAS et al, 2016).
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No entanto, ha dificuldades na demonstracdo da eficacia do tratamento, tanto
pela falta de critérios de cura confiaveis, como pela baixa sensibilidade das técnicas
parasitolégicas convencionais e das técnicas soroldgicas, que podem apresentar
resultados reagentes por um longo periodo ap6s a terapia, demonstrando a
importancia de estudos para a validacdo da qPCR como ferramenta de avaliagéo de
falha pos-tratamento, tendo em vista sua utilidade para identificacdo desta por meio
da deteccao positiva do DNA parasitario, quando na comparacdo da eficacia do
medicamento, na sua tolerancia, na organizacdo dos esquemas terapéuticos, na
determinacdo de um periodo de acompanhamento, além de sua utilizacdo no
monitoramento nos casos em que existe risco de reativacédo da doenca (BRITTO et
al., 2009; MARIN-NETO, 2010; RASSI; RASSI; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

Um estudo realizado por Solari et al. (2001) avaliou 66 criancas de 0-10 anos
de idade, portadoras da infeccdo de Chagas. Tratadas com a droga nifurtimox, elas
foram monitoradas a cada 3 meses no primeiro ano de tratamento, e a cada 6
meses nos segundo e terceiro ano poés-terapia antiparasitaria, sendo a avaliacéo
realizada por meio da técnica de PCR, por técnicas sorologicas e meétodo
parasitolégico indireto. A PCR foi positiva nos 66 casos pré-tratamento. A sorologia
nao sofreu alteracdo 36 meses apos o tratamento em cerca de 86% dos casos. A
parasitologia indireta sofreu queda entre 3-6 meses pos-tratamento. Segundo os
autores, a PCR foi a metodologia de maior eficacia para o monitoramento trés anos
apls a terapia, quando todas as criancas tratadas passaram de positivas para
negativas na técnica molecular, ndo sendo observada significancia entre a idade do
paciente e o periodo para a negativacéo pela PCR. Galvao et al. (2003), afirma que
nao ha como garantir que uma PCR negativa signifique cura parasitolégica. Britto et
al. (2009) apontam que uma PCR pds-tratamento que apresenta resultado negativo
pode indicar a auséncia do DNA parasitario naguele momento. Contudo, havendo a
realizacdo de teste sorolégico e testagem molecular, em que ambos apresentam
resultados negativos, ha, neste caso, um provavel indicativo de cura, reforcando a
importancia da técnica.

Diante dos fatos, mostra-se relevante o desenvolvimento do que poderiamos
chamar de “padrao-ouro composto” para os casos agudos, onde os resultados dos
testes parasitologicos diretos e sorologia IgM anti-T. cruzi, para esta fase da
infeccdo seriam analisados juntamente aos resultados da qPCR, aumentando a

confiabilidade dos resultados.
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E importante destacar que a reconhecida eficacia do tratamento etioldgico
durante a fase aguda da infeccdo pode servir como um fator limitante para um
diagnostico preciso dos casos por meio da técnica molecular. Como em relacdo aos
28 pacientes classificados pelo critério laboratorial (SES/PE) deste surto ocorrido no
estado, em que 12 destes nao apresentaram resultados de gPCR concordantes com
os dados dos testes parasitoldgicos diretos e sorologia IgM anti-T. cruzi. Contudo,
todos estes pacientes tiverem amostras colhidas para serem submetidas a qPCR
posteriormente a coleta para dos demais testes, encontrando-se entre 10 — 31 dias
apos o inicio da terapia antiparasitaria. Além do viés do momento em que tais
amostras foram coletadas, é importante destacar que estas foram colhidas e
direcionadas a qPCR por meio dos hospitais solicitantes e que, em alguns casos, as
amostras podem néo ter sido armazenadas da forma correta, possibilitando a
degradacao do material genético nela disposto. A quantidade e a qualidade do DNA
amostral sdo consideravelmente afetadas por diversos fatores, como coleta e
transporte, bem como o periodo de armazenamento e temperatura ideal
(ANDRIOLO et al., 2014; MELO et al., 2010).

Santana et al. (2019) relatam que, num surto de DC aguda ocorrido ao final
de 2017, durante avaliacdo clinica dos individuos suspeitos amostras foram
coletadas para serem submetidas a PCR, cultura e xenodiagnéstico e,
posteriormente, 0s pacientes encaminhados ao tratamento. Britto et al. (2009)
apontam que, nas populacdes de T. cruzi suscetiveis ao farmaco, a atividade de
supressdo parasitaria inicia quase que imediatamente apos o inicio do tratamento.
Portanto, para uma maior precisdo nos diagndésticos, é de extrema importancia que,
no momento inicial de suspeita de um caso e antes da implementacéo do tratamento
etiol6gico, amostras sejam coletadas e armazenadas de maneira correta, além da
necessidade de serem imediatamente direcionadas para a realizacao da qPCR.

Levando em consideracdo a fase 3 de um processo de validacdo de teste
diagnostico (SACKETT; HAYNES, 2002) em que a metodologia em teste é
comparada a um padrao-ouro em um estudo “cego”, é possivel afirmar que a qPCR
aqui desenvolvida atendeu a tais exigéncias, pois foi capaz de distinguir os
individuos doentes dos ndo doentes dentro da populacdo de suspeitos. Se
considerada a fase 4, em que se propde determinar indicadores para classificacéo
da qualidade de vida dos envolvidos na pesquisa, pode-se afirmar que esta fase foi

atendida, em partes, pois a qPCR teve papel importante na decisdo dos médicos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haynes%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11872558
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guanto a implementacéo/suspenc¢éo do tratamento etioldgico, auxiliando na melhora
clinica daqueles submetidos ao tratamento, bem como evitando a exposicao a
farmacos com certa toxicidade por aqueles sem quaisquer indicios da doenca.

Para o individuo submetido a pesquisa, pode-se dizer que o beneficio,
estando neste caso relacionado a um diagnostico rapido e sensivel, capaz de
auxiliar quanto a decisdes médicas e terapias, foi real e o 6nus de uma coleta de

sangue ndo apresentou riscos ou consequéncias.
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10 CONCLUSOES

a) O estudo demonstrou a possibilidade de utilizagcdo da qPCR como método
diagnostico para deteccdo do DNA de T. cruzi em amostras de pacientes com
doenca de Chagas aguda;

b) O SAT-DNA se mostrou como o melhor alvo para a deteccéo parasitaria nesta
pesquisa e o0 sistema TcSAT-IAM, desenvolvido nesta pesquisa, foi
considerado o melhor sistema para a detec¢cdo do DNA de T. cruzi;

c) Através da andlise dos dados pode-se perceber que o inicio de tratamento,
anterior a coleta da amostra a ser direcionada a qPCR, esta relacionado a
remissao da carga parasitaria, interferindo no resultado da qPCR;

d) A utilizagéo da técnica para o monitoramento de falha terapéutica, tendo seus
resultados alinhados a melhora clinica dos pacientes, refor¢a sua importancia
para tal finalidade;

e) Evidenciou-se, por fim, a importancia desta técnica para um diagndstico
rapido e preciso, aléem de reforcar que pesquisas como esta se mostram

necessarias para o aprimoramento da técnica.
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11 CONSIDERACOES

Diante dos dados apresentados, € recomendado:

a) O desenvolvimento de um padrao-ouro composto, em que os resultados da
gPCR sejam considerados junto aos dos demais testes parasitoldgicos diretos
e sorologia IgM anti-T. cruzi para o diagnostico dos casos;

b) Coletar imediatamente a amostra a ser direcionada a qPCR, para os casos de
suspeita de infeccdo pelo T. cruzi, além de atencdo ao periodo de
armazenamento, acondicionamento e transporte da amostra coletada;

c) A coleta deve ser realizada antes ou até dois dias apés o inicio da terapia

antiparasitaria.
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APENDICE A — LAUDO DE PESQUISA

Ministério da Sande

FIODCRUZ
(o] Cruz

Instituto Aggeu Magalhaes

SERVIGO DE REFERENCIA EM DOENGA DE CHAGAS
LAUDO DE PESQUISA — PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL

Nome do paciente: XXXCXXXXXXXHXXXXKX
Prontuario / Procedéncia: XXXXXXXXXXX
Médico solicitante: XXOOOOOOOKX XX XXX
Recebimento da amostra: 04.06.2019
Liberagao do laudo: 07.06.2019

Registro SRDC: 58/2019

CRM: XXXX

Tipo de amostra: Sangue

Resultado:
( x ) Positivo para detecgao de DNA do Trypanosoma cruzi
( ) Negativo para detecgao de DNA do Trypanosoma cruzi

() Inconclusivo para detecgao de DNA do Trypanosoma cruzi

Grafico 1. Curva de amplificagdo para o sistema TcSAT
Carga parasitaria: ~ 3.381,64
Data de processamento: 05/06/2019

Amplification Plot

Grafico 2. Curva de amplificagdo para o sistema Cruzi
Carga parasitaria: ~ 2.508,56
Data de processamento: 05/06/2019

Amplification Plot

WSt W

Legenda: Setas pretas: controles positivos forte e fraco. Seta vermelha: amostra do paciente. Seta verde: controle negativo da reacéo.

INTERPRETAGAO: A partir da andlise da carga parasitaria e da Curva de amplificagdo presentes nos
graficos 1 e 2, referentes a dois alvos de DNA satélite de T. cruzi, foi confirmada a presenca de DNA do
agente etiolégico da doenga de Chagas no espécime clinico avaliado. Deve-se levar em consideragdo que
um parasito apresenta aproximadamente 300 fg de DNA. Recomenda-se que a condugdo da terapia seja
também relacionada aos aspectos clinicos e epidemiologicos do paciente. A decisdo pela implementagao do

tratamento € um critério médico.
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INSTRUGOES PARA A COLETA E O ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS
BIOLOGICAS A SEREM DIRECIOMADAS A PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL

O Servigo de Referéncia em Doenca de Chagas do Instituto Aggeu Magalhes,
Fundagdo Cswsalde Cruz, Pemambuco (SROC — IAMFIOCRUZ-FE), vem por meio

deste documento recomendar procedimentos para colets e amazenamento de

amostras bickogicas a serem direcionadas & PCR guantitstiva em tempo real (gPCR).

Destacando gue sempre devem ser levedas em considerscdo as recomendacdes

=obre biosseguranga padronizados pela legislacdo.

Antes da colsta do material biolégico = ser direcionado 8 gPCR, faz=e
necessario:
Anatar dats e hora da reslizacdo da colets;

Ezecutar a anfissepsia recomendada para o tipo de colsta & ser realizads;

Atantar ac tubo adequado para cada tipo de amosira biclogica / exame a ser

reslizado;

Atentar so armazenamento & fransporte do material coletado.

Mo guadro & seguir, 580 descritss as recomendscdes basicas para colets,

ammazenamenic & fransporte das amostras biologicas & serem colefadas e

direcionadss & gPCR.
TIPO DE PROCEDIMENTS DE ARMAFENAMENTO E ACONDICIONAMENTO E
MATERIAL COLETA COMSERVACAD TRAWSPORTE

"ot

Coletar de 2 o dml de
sangue, =m lubo conbenda
EDTA, imediatameania
apts inicia dos
sinfomasisuspeaita.

Canseryar em geladeira 2°C a B°C
{para envio na mesma dia) au
freprar 3 -20°C (por até 3 dias)
até o envio para o labaratdénio

Emwio [preferencialmenbe ) imediaio.

Acondicionar am caixa de
franspare de amosita
biakigica, com bateras de
geloigelo seco

Zoro

Colelar de 2 a dml de
sangue, em jubo contendo
solugda coaguibanie,
imedialaments apds inicka
dos sinbomasisuspeits.

Canservar em geladeira 2°C a 8°C
{para envio ma mesma dia) au
freprar 3 -20°C (por até 3 dias)
Al ooenvio para o labaratdrio

Emwio [preferencalmenbe ) imediaio

Acondicionar am caixa de
transparie de amkstna
biakigica, com bateras de
peloigelo seoo

LCR

Colatar cerca de dml,
imediataments apds inicia
dos sinbomasisuspeits.

Canseryar em geladeira 2°C a B°C
{para envio ma mesma dia) au
freprar 3 -20°C (por até 3 dias)
até o envio para o labaratdénio

Emwio [preferencialmenbe ) imediaio

Acondicionar am caiva de
transpare de amosita
bialigica, com bateras de
peloipelo seos
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Canseryar em geladeira 2°C a B°C - .
Acondicknar am caixs de

Coletar medatameante (para envio ma mesma dia) au . i e .
Zéman api= inicia dos freerar & -20°C (por até 3 diag) i .rl:n_s!mr = I:lllmsmd
sinfomasisuspeita. abd o oenvio para o labaratdno HRRgieA, tom Daenas de

. i .
Ermvio [prefarendcalmeanta) imadalo geioigelo seoo

Canseryar em geladeira 2°C a B°C - .
Acondicknar am caixs de

Coletar 1 a 2 g de lecdos (para envio na mesma dia) au
. R ) B g s franspare e amosina
Tecldos imediataments apas inicia freesar & -20°C (por até 3 dias) biaksaic bt d
dos sinbomasisuspeila, abd o oenvio para o labaratdno HRRgieA, tom Daenas de

peloipalo seos

Emvio (preferendalmenta) imedato
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