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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Vanessa da Costa Neves

A automatizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) abriu uma nova
perspectiva no diagnostico do Trypanosoma cruzi tanto em amostras clinicas humanas, como
na identificacdo do parasita em seus vetores e reservatorios. Para a realizacdo da PCR é
necessaria a realizacdo da extracdo do DNA (pré-etapa da amplificacdo), onde o &cido
nucléico € liberado e purificado a partir da amostra biolégica, tendo como condicdo ideal a
obtencdo de um DNA puro e em altas concentracdes. Este trabalho visou avaliar o
desempenho de protocolos de extracdo de DNA descritos na literatura cientifica, através dos
seguintes parametros: concentracdo de DNA, grau de pureza, PCR (amplificacdo de uma
sequéncia de DNA especifica), reprodutibilidade, praticidade e custo. Foram testados 12
protocolos, cujos critérios de selecdo foram “métodos de extracdo de DNA in house de
espécimes do Filo Arthropoda” e “kits e/ou preparados comerciais mais citados na literatura
cientifica no periodo de janeiro de 2002 a julho de 2009”. A extracdo foi realizada em
exemplares da espécie Rhodnius brethesi infectados através de experimentos de reconstitui¢do
(infeccdo artificial) com 3 concentragOes distintas de T. cruzi (1, 10 e 100 parasitas por
amostra extraida). Os melhores resultados nos pardmetros concentracdo de DNA, grau de
pureza e PCR, foram apresentados pelos protocolos 08 (in house) e 09 (QlAamp DNA Stool
Mini Kit, Marca Qiagen, n° de cat 51504), tendo o protocolo 08 mostrado maior concentracéo
estimada de DNA total e um maior nimero de amostras com valores dentro da faixa de
pureza, em relacdo ao protocolo 09 e a todos os outros protocolos testados. Atribuimos essa
melhor performance a uma associacéo eficiente entre nimero de etapas de purificagdo e 0s
componentes do tampao de lise. Em relagéo aos parametros custo e praticidade, o protocolo
09 (kit) revelou ser o mais econdmico e demandar menos tempo na sua execugdo total,
comparado ao protocolo 08. Dentro do questionario de opinido, que apontou grau de pureza
como parametro mais importante, o protocolo mais indicado para extracdo de amostras a
partir de triatomineos foi o protocolo 08. Assim, dois protocolos podem ser indicados: o0 08 e
0 09. Dos seis parametros analisados, os valores de estimativa de concentragdo de DNA,
obtidos com 0 método da espectrofotometria, apresentaram-se discrepantes; devido a isso ndo
indicamos esse método para avaliar o parametro concentracao.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Vanessa da Costa Neves

The Polymerase Chain Reaction (PCR) enabled a new diagnosis of Trypanosoma cruzi
in human vertebrate samples such as the parasite identification in its vectors and reservoirs.
PCR demands a pure and high concentrated DNA, therefore DNA extraction is an important
step that must be well performed. Considering this, we have evaluated specific parameters —
concentration and purity of the DNA, PCR (specific DNA sequence amplification),
reproducibility, practicality and cost — in order to assess the performance of extraction
protocols. Twelve protocols were selected according to two criteria: 1-in house methods used
to extract DNA from specimens belonging to the Phylum Arthropoda; 2-kits and/or
commercial preparations most often cited in scientific papers from january 2002 to july 2009.
Extraction was carried out on specimens of Rhodnius brethesi artificially infected with three
different concentrations of T. cruzi (1, 10 and 100 parasites per sample extracted). Protocols
08 (in house CTAB based) and 09 (QlAamp DNA Stool Mini Kit, Qiagen, Cat number
51504) revealed the best concentration and purity of the DNA results in addition to the higher
number of amplified samples. Comparatively, protocol 08 was even better than 09 on these
parameters, presumabily for the efficient association between number of purification steps
and components of the lysis buffer. On the other hand, protocol 09 was less costly than
protocol 08, besides faster to execute. Participants of a survey designated DNA purity as the
most important parameter regarding a DNA extraction protocol leading us to indicate protocol
08 for the extraction of samples taken from triatomine. Besides protocol 08, the Kit
represented by protocol 09 can also be indicated because of its lower cost and fastness. The
discrepancy in the results obtained for DNA concentration lead us to discourage the uso of
spectrophotometry to estimate DNA concentration.
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1. INTRODUCAO

Em 1909, Carlos Chagas descreveu um novo protozodrio responsavel por uma doenca
gque acometia seres humanos em Lassance, no Norte do Estado de Minas Gerais. O
protozoéario foi designado inicialmente Schizotrypanum cruzi, e depois Trypanosoma cruzi,
em homenagem a Oswaldo Cruz (Chagas, 1909).

A doenca causada por este protozodrio flagelado ficou conhecida como
Tripanossomiase Americana, e posteriormente doenca de Chagas, em homenagem ao seu
descobridor. Neste mesmo trabalho, Carlos Chagas (Chagas, 1909) descreve o inseto
hematdfago (triatomineo) como o transmissor do parasita ao homem, designando-o
incialmente como Conorrhinus megistus, que mais tarde foi denominado Panstrongylus
megistus.

Ao contrario do que ocorreu com as demais doencas parasitarias, a doenca de Chagas,
seu agente etioldgico e 0 modo de transmissao foram descritos por um Unico pesquisador e no
mesmo ano (Coutinho; Dias, 1999).

Historicamente, os flagelados do género Trypanosoma existem na natureza ha milhdes
de anos. Inicialmente, estes protozoarios eram encontrados em insetos ndo hemat6fagos,
passando a circular no sangue de vertebrados apds adaptacdo destes insetos a alimentacdo
sanguinea e a diferentes hospedeiros (Hoare, 1972).

Esta adaptacdo levou ao surgimento de uma enzootia de animais silvestres, na qual
triatomineos (Hemiptera, Reduviidae) se alimentavam do sangue de pequenos mamiferos de
grandes areas do continente sul americano. Neste ciclo natural ndo havia interferéncia humana
(Guhl et al., 2000).

A entrada do homem nas &reas de circulacdo dos vetores permitiu seu contato com os
focos naturais da infeccdo pelo T. cruzi, permitindo a transmisséo acidental deste parasita ao
vertebrado humano, caracterizando uma antropozoonose (Coura, 2007).

Os desmatamentos e as transformacOes ambientais promovidos pelo homem
culminaram com a domiciliagdo dos triatomineos infectados em habitacbes humanas e a
utilizacdo do homem como fonte alimentar por estes insetos (Guhl et al., 2000; Coura, 2007).

Rothhammer et al. (1985) diagnosticaram a doenca de Chagas através da observagdo
de alteracbes anatbmicas em mumias chilenas datadas de 470 anos antes de Cristo a 600 anos
depois de Cristo. Em 1992, Forniciari et al. identificaram infec¢do por T. cruzi em tecido de

muUmia Inca do Peru usando técnicas de microscopia eletrdnica e imunoquimica.



Além de microscopia e técnicas imunoldgicas, técnicas moleculares permitiram a
identificacdo de &cidos nucléicos do T. cruzi, confirmando a infec¢do chagéasica em tecidos de
mamias com mais de quatro mil anos (Guhl et al., 1999) e mais de nove mil anos
(Aufderheide et al., 2004).

1.1. Epidemiologia da doenca de Chagas

A doenca de Chagas constitui um grande problema de satde publica que atinge
diversos paises, principalmente na América Latina. Atualmente, estima-se que cerca de 15 a
16 milhdes de pessoas desta regido estejam infectadas e 75 a 90 milhGes estejam expostas a
doenca (Coura; Dias, 2009; Coura; Albajar-Vifas, 2010).

Esta tripanossomiase gera impactos sociais graves, pois prejudica o desempenho dos
trabalhadores afetados, principalmente no trabalho bragal (Dias, 2007). Nos paises da
América Latina um grande nimero de infectados desenvolve doenga irreversivel, gerando
consideraveis taxas de morbidade e mortalidade (World Health Organization, 2002), fato que
provoca orfandade em diversas familias rurais (Teixeira, 2007).

Além da Ameérica Latina, paises ndo endémicos, como Estados Unidos, Canada, paises
da Europa, Asia e Oceania, tém sido afetados devido a migracio de individuos infectados. A
transfusdo de sangue e o transplante de Orgdos de pacientes, realizados sem um
monitoramento laboratorial eficaz, sdo os principais responsaveis pela entrada do T.cruzi em
paises onde a transmissao vetorial ndo ocorre (Schmunis, 2007).

A expansdo dessa barreira geogréafica da doenca de Chagas e a sua emergéncia em
areas antes consideradas ndo endémicas sugerem ser de extrema relevancia o emprego de um
método de diagndstico que apresente resultados satisfatorios e de custo relativo baixo (Guhl;
Lazdins-Helds, 2005).

Outra regido afetada pela Tripanossomiase Americana € a Amazbnia, antes
considerada uma regido ndo endémica. Analises recentes demonstram a emergéncia da doenga
de Chagas nesta area (Coura et al., 2002; Junqueira; Albajar; Coura , 2005). A presenca de
triatomineos e reservatorios infectados com o T. cruzi nos focos silvestres aliada a fluxos
migratdrios na regido amazonica podem explicar a transmissdo da infecgdo, inclusive em
surtos de transmissdo oral por contaminacdo de alimentos com formas infectantes (Dias;
Prata; Schofield, 2002; Pinto et al., 2008).

A existéncia de um grande nimero de reservatorios animais e a falta de uma vacina ou
de drogas eficientes para o tratamento de pacientes levou a conclusdo de que o Unico controle

efetivo da transmissdo da doenga de Chagas seria 0 “interrompimento” da sua transmissao no



domicilio humano, através do combate aos vetores domiciliares e peridomiciliares (Silveira,
2000). Através dessas acOes de controle, foi possivel notar uma reducdo na incidéncia da
doenca de Chagas com as iniciativas de controle da transmissdo vetorial, principalmente no
Cone Sul, onde Uruguai, Chile e Brasil eliminaram o Triatoma infestans em areas endémicas.
Entretanto, com a expansdo da transmissdo para novas areas, consideradas ndo endémicas,
outras estratégias de controle vem sendo consideradas. Independente das estratégias, €
consenso que se mantenham programas de controle e vigilancia eficientes, através das
iniciativas como a do Cone Sul, da América Central, dos Paises Andinos e Amazonicos, bem
como aquelas que promovam agéo extra Continente Americano (WHO, 2010).

1.2. Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um protozoario flagelado que pertencente a ordem Kinetoplastida. Como
caracteristica desta ordem, este parasita possui uma mitocondria diferenciada, o cinetoplasto,
que apresenta DNA extranuclear condensado em seu interior (KkDNA) (Hoare, 1964; Sturm;
Teixeira, 2007).

O kDNA é composto por minicirculos e maxicirculos, moléculas circulares que
diferem em tamanho e funcdo. Os minicirculos apresentam-se como redes entrelacadas, com
cerca de 5-10 mil cépias, e sdo formadas por sequéncias altamente variaveis alternadas por 4
regides conservadas. As moléculas maiores ou maxicirculos estdo em nimero 40-50, tendo
cada uma o tamanho de 22 a 28 kb. As moléculas maiores de KDNA correspondem ao DNA
mitocondrial dos eucariotos e as menores estdo relacionadas ao processo de edigdo de mRNAs
que codificam proteinas mitocondriais (Silveira, 2000; Sturm; Teixeira, 2007; Teixeira;
Bartholomeu, 2010).

Sturm et al. (1989) demonstraram que é possivel amplificar um fragmento especifico
de minicirculo do kDNA do T. cruzi, possibilitando uma deteccdo sensivel e especifica deste
parasita, mesmo quando uma grande quantidade de células do hospedeiro esta presente na
amostra analisada. Este trabalho prova que a amplificagdo do fragmento de 330 pb dos
minicirculos é a mais indicada, pois ndo apresenta sobreposicao de sequéncias, como € o caso
dos fragmentos de 83 e 122 pb, também amplificados do kDNA do T. cruzi.

Outra caracteristica importante do T. cruzi € sua heterogeneidade. Em 2003, Devera et
al. demonstraram que existem variacfes dentro da espécie baseadas no comportamento
bioldgico das cepas em animais de laboratorio e caracteristicas bioquimicas e moleculares dos
isolados. Também foi citado que o T. cruzi apresenta uma estrutura clonal de populacdo que

permite explicar o grande numero de clones em diferentes &reas geograficas. A



heterogeneidade e a existéncia de diferentes clones determinam tropismos para diferentes
tecidos levando a variagcdes nas formas clinicas da doenca (Devera; Fernandes; Coura, 2003).
Inicialmente, os isolados de T. cruzi foram divididos em dois grupos principais: T.
cruzi I e T. cruzi Il (Anonymus, 1999). Uma nova classificagdo, baseada em um nimero
maior de marcadores moleculares, foi divulgada em 2009, dividindo o T. cruzi em seis grupos
de I a VI (Zingales et al., 2009). A divisdo dos seis grupos, segundo a nova nomenclatura,
baseia-se na existéncia de seis distintas DTUs. Cada DTU consiste no agregamento de
populacdes similares geneticamente, as quais podem ser identificadas por marcadores

comuns.

1.3. Transmissdo

Diversos mecanismos de transmissdao do T. cruzi ja foram relatados, sendo a
transmissdo vetorial a mais frequente.

Na transmissé@o vetorial a infeccdo decorre da penetracdo das formas tripomastigotas
metaciclicas, eliminadas nas fezes/urina do inseto hemat6fago, na pele por solugdo de
continuidade ou na mucosa integra do hospedeiro, no momento ou logo apds o repasto
sanguineo do vetor (Ferreira; Avila, 2001; Dias, 2006).

Dentre os modos alternativos de transmissao, a transfusdo de sangue e o transplante
de dérgédos sdo os mais importantes, principalmente por serem responsaveis pela expansao da
barreira geografica tradicional da doenga e aumento do risco de contagio para milhdes de
pessoas em paises ndo endémicos (WHO, 2002 ).

O aumento de casos da doenca de Chagas em paises onde esta enfermidade ndo ocorre
naturalmente deve-se a migracdes de individuos infectados de areas endémicas para areas ndo
endémicas, além do sistema de triagem em bancos de sangue ser relativamente recente para
esta tripanossomiase (Schmunis, 2007),

No caso dos transplantes de 6rgdos também é importante salientar que pode haver
reativacdo em receptor previamente infectado, devido a reducdo de sua imunidade. Segundo
Chieffi & Neto, o transplante deve ser descartado ou feito com extrema cautela somente em
casos que se torna uma pratica indispensavel (Chieffi & Neto, 2000). Em 2006, o Center for
Diseases Control (CDC) reportou dois casos concretos de transmissdao de T. cruzi em
pacientes transplantados nos EUA (Center for Diseases Control, 2006).

A transmissdo vertical também tem grande importdncia para a epidemiologia da
doenca de Chagas. Ela pode ocorrer em qualquer fase da doenca na mae, mas € provavel que

haja um maior risco durante a fase aguda, ou inicial, quando a parasitemia é alta.



Considerando que a parasitemia decai com o aumento da idade, mdes mais jovens devem
transmitir a doenca com maior frequéncia (Chieffi & Neto, 2000). O T. cruzi também pode ser
transmitido da méde ao recém-nascido através de leite contendo as formas infectantes ou
sangue infectado que é liberado através de lesGes nos mamilos (Bittencourt, 1992; Chieffi &
Neto, 2000).

Atualmente, a transmissao oral, que tem estado mais em evidéncia, pode ser atribuida
a diferentes fontes alimentares contendo formas infectantes de T. cruzi. Dados recentes
mostram a ocorréncia frequente de surtos focais associados a esta forma de transmissao, como
as microepidemias ocorridas devido a ingestdo de sucos de frutas nativas na Amazonia
Brasileira (Rojas et al., 2005) e o caldo de cana no nordeste e em Santa Catariana (Ministério
da Saude, 2007). Entretanto, outros alimentos contaminados com formas infectantes do T.
cruzi podem causar a transmissdo oral, como o leite materno, o sangue fresco de mamiferos
(para fins medicinais) e a carne mal cozida de animais silvestres (Chieffi & Neto, 2000;
Relat6rio Técnico, 2006).

Outras formas de transmissdo menos frequentes consistem em acidentes laboratoriais,
contato sexual e transmissdo por vetores mecanicos nao triatomineos, como pulgas, mosquitos
e carrapatos (Dias, 2006). Esses mecanismos ndo apresentam importancia epidemioldgica por
serem eventos raros. As infecgOes acidentais consistem na exposicdo de pessoas que
manipulam o T. cruzi ou seus vetores e hospedeiros contaminados (Hofflin et al., 1987). A
transmisséo por via sexual foi conseguida experimentalmente em roedores e caninos e raros

sdo os relatos ligados a essa transmissdo na espécie humana (Chieffi & Neto, 2000).

1.4. Vetores

Os vetores da doenga de Chagas sdo insetos hematdfagos hemipteros reduvideos,
conhecidos como triatomineos. Estes insetos estdo distribuidos pelas Américas e sdo
responsaveis pela manutengdo da doenca no ciclo enzodtico que envolve mamiferos
silvestres, no ciclo peridomiciliar e doméstico (Noireau et al., 2005).

Todos os triatomineos séo suscetiveis a infec¢do pelo T. cruzi, bastando ingerir sangue
de mamifero infectado ou ainda por coprofagia ou canibalismo em casos de jejum extremo do
vetor. Dias (2000) cita que a maior parte destes insetos na natureza ndo se encontra infectada,
pois a fonte alimentar com o parasita é escassa e alimentam-se primariamente de animais
refratarios ao parasita, como aves, répteis e anfibios.

O parasita, ao ser ingerido pelo triatomineo, se instala e evolui no tubo digestivo do
inseto, onde sdo produzidas as formas infectantes (metaciclicas) ao hospedeiro vertebrado,



incluindo o homem, liberadas nas dejec6es durante ou apds a alimentacdo do vetor (Dias,
2000).

Noireau (2005) descreve que as espécies de triatomineos podem ser divididas em
priméaria e secundaria, dependendo da sua associacdo com o homem. Espécies primérias
colonizam permanentemente o domicilio humano e sdo altamente antropofilicas, como é o
caso do Rhodnius prolixus e do Triatoma infestans. As espécies secundarias sdo capazes
também de colonizar essas moradias, desde que ndo exista uma espécie primaria. Em geral,
espécies secundarias sdo encontradas no meio silvestre e no peridomicilio. Um exemplo disso
é 0 Panstrongylus megistus, que em algumas regifes passou a ocupar o nicho do T. infestans.

O mesmo autor anterior, ainda classifica alguns géneros importantes quanto ao local
onde sdo encontrados na natureza. Em geral, espécies do género Rhodnius associam-se a
palmeiras e os Panstrongylus habitam buracos e cavidades de arvores. No género Triatoma,
algumas espécies sdo encontradas em tocas de roedores, enquanto outras sdo encontradas
exclusivamente em buracos de arvores ou ninhos de passaros. Espécimes de P. megistus
distribuem-se por uma variedade de ecétopos (Noireau, 2005), enquanto Rhodnius brethesi
mantém uma relacéo estreita com a espécie de piacaba Leopoldina piagaba (Junqueira, 2005).

Uma série de estudos sobre a capacidade de infeccdo de triatomineos por T. cruzi
indicaram a diferenca na infectividade em diferentes espécies do vetor. Em 1987, os autores
observaram que os vetores com maior capacidade de infeccdo foram os exclusivamente
silvestres e os silvestres ainda em processo de domiciliagdo (dentre eles o P. megistus),
enquanto as espécies domiciliadas, incluindo T. infestans e R. prolixus, apresentaram menor
infectividade (Perlowagora-Szumlewicz; Muller, 1987). No ano seguinte, 0s autores
comprovaram estes resultados ao realizar infeccdo com sete cepas diferentes de T. cruzi

(Perlowagora-Szumlewicz; Muller; de Carvalho Moreira, 1988).

1.5. Diagnostico

Classicamente, a deteccdo do T. cruzi em pacientes, vetores e reservatorios é feita
através dos métodos parasitoldgicos, que consistem na identificacdo direta ou indireta do
parasita na amotra bioldgica. Entretanto, outros métodos podem ser aplicados para este fim,
como os sorolégicos, para a identificagdo de anticorpos liberados pelo hospedeiro contra o T.
cruzi ou antigenos do préoprio protozoério, ou ainda pode ser feita a deteccdo do DNA do
patdgeno, através de métodos moleculares (Luquetti; Rassi, 2000).

A infeccdo do T.cruzi no homem apresenta duas fases distintas, caracterizadas pelos

diferentes niveis de parasitemia. Na fase inicial, conhecida como fase aguda, o nivel de



parasitas circulantes € alto, tornando o exame parasitologico direto no sangue possivel (Dias,
2004). Em seguida, h&d uma reducdo na parasitemia devido a um equilibrio que se estabelece
entre infecgcdo e resposta imune do hospedeiro, sendo esta uma fase intermediaria (Ferreira;
Avila, 2001). Por outro lado, a fase subseqiiente, fase cronica, caracteriza-se pelo baixo
nimero de parasitas no sangue, além do alto nivel de anticorpos anti-T. cruzi (Moser;
Kirchhoff; Donelson, 1989; Portela-Lindoso; Shikanai-Yasuda, 2003). O diagndstico
parasitologico ndo é recomendado nesta Gltima fase, pois sdo0 menos sensiveis em despreziveis
parasitemias (Chiari, 1999; Gomes et al., 1999).

O método de escolha para o diagnostico da doenga de Chagas crénica é o soroldgico.
Porém, devem ser realizados pelo menos dois testes sorol6gicos com principios diferentes em
conjunto, sendo um com alta sensibilidade associado a outro com alta especificidade
(Secretaria de Vigilancia em Saude, 2005).

A PCR, por consistir na identificagdo do DNA do parasita, tem sido amplamente
utilizada no diagnostico do T. cruzi (Moser; Kirchhoff; Donelson, 1989; Avila et al., 1993).
Esta técnica € recomendada como teste confirmatério em ambas as fases da infeccdo
chagésica, associado a técnicas soroldgicas, quando exames parasitoldégicos apresentam
resultados negativos na fase aguda ou quando a sorologia € duvidosa na fase crénica (Galvéao
et al., 2003; Secretaria de Vigilancia em Saude, 2005; Miyamoto et al., 2007; Duffy et al.,
2009; Lana et al., 2009).

1.5.1. Métodos parasitolégicos diretos

Os meétodos parasitologicos diretos baseiam-se na deteccdo das formas evolutivas de
T. cruzi em diversos liquidos ou tecidos biolégicos, como o sangue periférico, o liquor e a
medula 6ssea. No exame a fresco, uma aliquota do material biolégico € analisada diretamente
em microscopio optico ou apés métodos de concentragdo. O resultado sera positivo caso um
ou mais parasitas sejam identificados na amostra examinada (Luquetti; Rassi, 2000; Ferreira;
Avila, 2001).

Duas técnicas que também podem ser usadas na observacao direta em microscopio sao
a distensdo em lamina corada e a gota espessa. Na distensdo em lamina corada o material
colocado em lamina é submetido a corantes, enquanto na gota espessa 0 material examinado €
disposto em Iamina em forma de um circulo cheio e este é lido, ap6s sua secagem e coloracéo
apropriada para desemoglobinacdo (ex.: solucdo hipotdnica de azul de metileno). Este Gltimo,
no entanto, pode modificar a morfologia do parasita e com isso dificultar a identificacéo
(Luquetti; Rassi, 2000).



Outros exames diretos muito utilizados s&o aqueles que consistem em concentracéo
prévia dos parasitas presentes no material com posterior observagdo em microscépio. Essa
concentracdo ¢ feita através de centrifugacgdo, que varia de acordo com cada técnica. Algumas
das técnicas mais utilizadas sdo o QBC, o micro-hematdcrito, a técnica de concentracdo de
Strout e a técnica de concentracao de Ficoll-Hypaque (Luquetti; Rassi, 2000).

Considerando que nestes métodos hé a observacao direta do parasita no material, sua
especificidade é alta, porém a sensibilidade varia de acordo com a fase da doenca, sendo mais
sensivel na fase aguda e muito pouco sensivel na fase cronica (Secretaria de Vigilancia em
Saude, 2005).

1.5.2. Métodos parasitoldgicos indiretos

Quando a parasitemia é baixa surge a necessidade da “amplificacdo biologica” dos
poucos parasitas circulantes. Os métodos indiretos sdo entdo utilizados para este fim.,
Entretanto, existem dois grandes problemas relacionados a eles: apresentam baixa
sensibilidade, além de ndo serem de simples execuc¢do (Junqueira; Chiari; Wincker, 1996).

Inicialmente, aguarda-se um periodo de “incubagdo” para a multiplicagdo dos
parasitas, seja em triatomineos vetores (xenodiagndstico), seja em cultura (hemocultura).
Posteriormente, a procura de formas evolutivas de T. cruzi é feita através da observacdo do
material biolégico ao microscépio éptico (Luquetti; Rassi, 2000).

O xenodiagndstico consiste na alimentacdo de ninfas do vetor com sangue de pessoa
supostamente infectada. O triatomineo pode alimentar-se diretamente no paciente
(xenodiagndstico natural) ou do sangue do individuo através de membranas apropriadas
(xenodiagndstico artificial). Apds 30 e 60 dias, as fezes das ninfas sdo examinadas (Luquetti;
Rassi, 2000).

O xenodiagndstico é especifico, mas sua sensibilidade varia de acordo com a fase da
doenca (Ferreira; Avila, 2001). Sua sensibilidade também pode sofrer variagio de acordo com
a espécie vetora empregada e o niumero de espécimes utilizados (Perlowagora-Szumlewicz;
Muller, 1987; Borges-Pereira et al., 1996).

O diagndstico pelo xenodiagnostico também apresenta certas desvantagens como a
necessidade de criacdo de triatomineos ndo infectados em laboratorio, demora no resultado,
perda de insetos, entre outros (Junqueira; Chiari; Wincker, 1996; Portela-Lindoso; Shikanai-
Yasuda, 2003).

Outro método indireto é a hemocultura, que consiste no cultivo, em meio de cultura

apropriado, de parasitas encontrados no sangue/liquor de pacientes suspeito. O material é



cultivado em meio LIT ou em outro meio de cultura enriquecido e mantido a 28°C em estufa
BOD. As culturas devem ser examinadas mensalmente até 120 dias (Luquetti; Rassi, 2000).

Assim como ocorre com o xenodiagnéstico, a hemocultura tem sensibilidade reduzida,
especialmente se comparada & PCR. A necessidade de condicdes estéreis para a manipulacdo
da amostra é outra dificuldade visto que a doenca de Chagas é comum em areas rurais pobres
de dificil acesso ao diagndstico especifico (Junqueira; Chiari; Wincker, 1996), além das
limitages para coleta e manutencdo das amostras em ambiente estéril.

A inoculacdo em animais era muito utilizada no diagnostico do T. cruzi, mas devido a
necessidade da manutencdo de um biotério, e & baixa sensibilidade da infeccdo em
camundongos, essa técnica ndo é mais tdo difundida. Este procedimento consiste na
inoculagdo intraperitoneal de sangue heparinizado supostamente contendo parasitas em
camundongos. Deve haver observacdo diaria do sangue da cauda desses animais por cerca de
30 dias (Luquetti; Rassi, 2000).

Os métodos parasitologicos indiretos sdo mais utilizados em laboratorios de pesquisa.
A positividade obtida nos resultados destes exames ndo caracteriza a fase aguda da doenga de
Chagas, pois sdo capazes de detectar o T.cruzi inclusive em pacientes na fase crénica (Dias,
2004).

1.5.3. Métodos soroldgicos

A sorologia consiste no encontro de anticorpos produzidos pelo paciente que sdo
dirigidos contra o parasita presente em seu organismo. Ao contrario do que ocorre com 0S
exames parasitolégicos, ndo ha identificacdo do parasita em si (Chiari, 1999).

Em geral, os métodos sorologicos permitem a deteccdo dos anticorpos da classe 1gG,
encontrado durante a fase crénica da doenca. Esses métodos podem também detectar
anticorpos da classe 1gM que sdo caracteristicos da fase aguda, mas que podem aparecer de
forma residual na fase cronica em alguns pacientes (Dias, 2004).

Diversos testes sorologicos foram idealizados, variando a sensibilidade e
especificidade entre eles. A imunofluorescéncia indireta (IFl), a hemaglutinizacdo indireta
(HALI), o teste imunoenzimatico (ELISA) sdo testes soroldgicos convencionais (Gomes et al.,
1999).

A HAI consiste na reacdo de soro do paciente diluido com hemécias sensibilizadas
(antigeno); na IFI é feita a leitura, em microscopio com luz UV, de soro do paciente incubado
com epimastigotas de cultivo e com conjugado de anticorpo anti-lgG humano com
isotiocianato de fluoresceina; a reacdo de ELISA é feita entre 0 soro do paciente e um



antigeno associado a anticorpo anti-lgG humano, porém com adi¢do de uma enzima ao invés
de substancia fluorescente (Luquetti; Rassi, 2000).

Um outro principio laboratorial empregado na detec¢do de anticorpos é o Imunoblot.
O Imunoblot é um método soroldgico que se baseia na detec¢do de proteinas do parasita que
sdo desnaturadas e a seguir separadas de acordo com o seu peso molecular. Apds a separacao,
as proteinas sdo transferidas para uma membrana de nitrocelulose e colocada em contato com
a solucdo de anticorpos especificos para a fracdo protéica (Ex: soro). A utilizacdo de um
sistema revelador permitira a visualizagdo da ligacdo de anticorpos do soro a fragdo tranferida
(Sanchez, 2001).

Umezawa et al. (1996) descreveram o TESA blot no qual antigenos
excretados/secretados de tripomastigotas de T. cruzi sdo utilizados no diagndstico de doenca
de Chagas aguda e crbnica, assim como da doenca de Chagas congénita. Este teste tem sido
utilizado como confirmatério da doenca de Chagas, devido a baixa ocorréncia de falsos
positivos (Silveira-Lacerda et al., 2004).

Além dos métodos sorolégicos convencionais existem outros que consistem na
identificacdo de antigenos ao invés de anticorpos. Estes antigenos podem ser detectados em
soro e até mesmo em urina (Morgado et al., 1989; Luquetti; Rassi, 2000).

Os testes sorologicos atuais demonstram alta sensibilidade e especificidade, podendo
chegar a 100% virtualmente (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2005). Porém, dependendo
do antigeno empregado, a sensibilidade e a especificidade podem variar, pois ja foram
reportados casos falso negativos em pacientes com perfil clinico e epidemioldgico para
doenca de Chagas, bem como reacdo cruzada com espécies de Leishmania e outros
Trypanosomas spp, como o T. rangeli (Schmunis, 1991; Saldafa; Sousa, 1996).

Os métodos soroldgicos apresentam limitag6es na avaliacdo do controle de cura ja que
a positividade persiste na maioria dos pacientes tratados, durante 10 a 20 anos, com baixa
progressiva de titulos (Krettli; Cancado; Brener, 1984).

1.5.4. Reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction - PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase é um dos procedimentos de biologia molecular
mais empregados na atualidade, que se baseia na amplificacdo exponencial in vitro de
pequenas copias de acidos nucléicos, cujo principio foi inicialmente descrito por Kleppe et al.
(1971).

Cada ciclo de PCR consiste em trés etapas: desnaturacdo do DNA dupla fita,
hibridacdo dos oligonucleotideos iniciadores as seqiiéncias complementares alvo da
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amplificacdo e extensdo (pela enzima DNA polimerase) das sequiéncias a partir de onde
hibridaram os oligonucleotideos (Mullis et al., 1986).

A descoberta da Tag polimerase, enzima termoestavel isolada da bactéria Thermus
aquaticus, que vive a altas temperaturas, contribuiu para a automatizagdo da amplificacdo in
vitro (Saiki et al., 1988). Como esta enzima ndo € desnaturada pelas altas temperaturas da
PCR, ndo é necessario acrescentar polimerase a cada ciclo de amplificagdo, tornando a reacéo
mais rapida.

A aplicacéo inicial da PCR na deteccdo de uma sequéncia especifica foi efetuada por
um grupo de cientistas da CETUS CORPORATION. Neste trabalho, Saiki et al.
amplificaram, in vitro, a sequéncia gendmica dap globina humana (Saiki et al., 1985).

Com essa nova perspectiva de diagndstico, foram iniciados experimentos utilizando a
PCR para a deteccdo de DNA de diversos parasitas (Weiss, 1995; Deborggraeve et al., 2008),
assim como do T. cruzi em espécies de triatomineos, invertebrados, (Breniere et al., 1992;
Shikanai-Yasuda et al., 1996; Marcet et al., 2006) e em tecidos de mamiferos, vertebrados,
(Moser; Kirchhoff; Donelson, 1989; Avila et al., 1993; Wincker et al., 1994; Alarcén et al.,
2009; Duffy et al., 2009; Lana et al., 2009).

A utilizagdo crescente da PCR no diagnostico de diversos agentes infecciosos pode ser
explicada por sua alta sensibilidade aliada a sua especificidade (Erlich; Gelfand; Sninsky,
1991; Brasileiro Filho; Pena, 1992; Silber et al., 1997).

1.6. Comparacao entre métodos diagnosticos

Comparativamente, a PCR tem se mostrado mais sensivel que o0s métodos
parasitologicos tradicionais de diagndstico da infeccdo chagasica. Avila et al. (1993)
obtiveram positividade de 100% em amostras sorologicamente positivas com o uso da PCR,
inclusive em amostras negativas pelo xenodiagnostico. Breniere et al. reportaram maior
sensibilidade da PCR em relacdo a microscopia ao analisar as fezes das espécies Rhodnius
pictipes, Eratyrus mucronatus e Triatoma sordida com PCR positiva e microscopia negativa
(Breniere et al., 1995).

Também a PCR apresentou maior positividade que a observacdo microscopica direta
em experimentos realizados por Russomando et al. com 84% das amostras positivas
(Russomando et al., 1996) e Shikanai-Yasuda et al. com positividade de 59% (Shikanai-
Yasuda et al., 1996).
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Junqueira, Chiari e Wincker (1996) compararam PCR, xenodiagnostico e hemocultura,
sendo a PCR (59,4%) a técnica com maior indice de positividade da infeccdo humana pelo T.
cruzi em relacdo ao xenodiagndstico (35,6%) e & hemocultura (25,7%).

Em 1999, Gomes et al. conseguiram amplificar DNA de T. cruzi em amostras de
pacientes com sorologia positiva (83,5%), negativa (47,6%) e inconclusiva (46,2%).

Estes resultados comprovam a maior sensibilidade da PCR em relacdo aos métodos
classicos de diagnostico da infeccdo chagéasica. Além disso, evidencia que a técnica molecular
pode ser associada a sorologia para confirmacéo de casos de infecgdo.

1.7. PCR e Trypanosoma cruzi

O emprego da técnica de PCR permitiu grande avanco no diagnéstico da infeccéo pelo
T. cruzi. Diversos pesquisadores passaram a realizar experimentos laboratoriais para atestar
sua sensibilidade e especificidade, assim como para demais fins.

Os primeiros trabalhos que empregaram o diagnostico da infeccdo pelo T. cruzi por
PCR visaram a amplificacdo de sequéncias repetitivas do DNA nuclear do parasita. Um
exemplo é o trabalho de Moser, Kirchhoff e Donelson (1989) no qual os autores amplificaram
uma sequencia de 185 pb de quatro clones de T. cruzi (Moser; Kirchhoff; Donelson, 1989).

Entretanto, a grande quantidade de cdpias de minicirculos do kDNA (DNA do
cinetoplasto) possibilita a maior sensibilidade no diagndstico especifico do T. cruzi por PCR,
levando autores, como Sturm et al., a realizarem a amplificacdo do fragmento de 330 pb
resultante dos minicirculos do KDNA do parasita (Sturm et al., 1989).

Estudos subseqiientes empregaram a técnica de PCR no diagndstico do T. cruzi em
diferentes amostras bioldgicas. Breniere et al. caracterizaram diferentes clones de T. cruzi
presentes em conteldo fecal de vetores triatomineos e em sangue de mamiferos. Neste estudo
atestaram a sensibilidade do método obtendo 24% de amostras positivas (Breniere et al.1992).

Em 1996, Russomando et al. realizarem dois experimentos para atestar a
sensibilidade da PCR na deteccdo do T. cruzi. Primeiramente, conseguiram detectar a
presenca do parasita em fezes de triatomineos alimentados em macacos com baixa
parasitemia. Tendo atestado a funcionalidade do método, os pesquisadores utilizaram a PCR
em amostras fecais de novos triatomineos alimentados em um segundo grupo de macacos com
parasitemia abaixo da detec¢do por microscopia. A PCR gerou resultados positivos, o que ndo
seria possivel em observagdo por microscopio, com grau de positividade maior que o obtido
em xenodiagnostico (Russomando et al., 1996).
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Outro estudo demonstrou a sensibilidade da PCR quando aplicada em fezes de
triatomineos (Shikanai-Yasuda et al., 1996). Ninfas de T. infestans foram alimentadas em
pacientes que apresentavam a doenca de Chagas. Metade dos grupos de triatomineos foi
analisada por microscopia e nos grupos restantes foi aplicada a PCR. O ensaio de PCR foi
positivo em 32 dos 54 grupos (59%), mas apenas sete grupos dentre 0s outros 54 grupos
foram positivos ao serem examinados por microscopia (13%), concluindo-se que o primeiro
método foi o mais sensivel na deteccéo de T. cruzi em vetores triatomineos.

Silber et al. publicaram um trabalho de deteccdo por PCR de DNA de T. cruzi em
fezes de triatomineos experimentalmente infectados e em amostras de sangue humano
infectados, usando os oligonucleotideos BP1 e BP2 como iniciadores para a amplificacdo de
um fragmento de 692 pb do DNA nuclear do parasita. A sensibilidade da PCR foi
comprovada, pois estes autores conseguiram detectar 10 fento gramas de DNA do parasita nas
amostras quando utilizaram 45 ciclos na PCR. Mais de 45 ciclos ndo alterou o minimo
possivel de DNA a ser detectado pelo método (Silber et al., 1997).

Posteriormente, a identificagdo do T. cruzi por PCR em vetores foi realizada em
infeccbes mistas com T. rangeli através da amplificacdo dos minicirculos de KDNA destes
parasitas. Vallejo et al. obtiveram resultados da PCR positivos em amostras de tecidos de
Rhodnius prolixus infectados com essas duas espécies, individualmente ou com ambos. Os
fragmentos de 330 pb do T. cruzi ficaram muito proximos dos fragmentos de
aproximadamente 300 pb do T. rangeli, dificultando um diagnostico especifico em infeccbes
mistas. A eletroforese em gel de agarose teve resultado pouco claro nas infec¢gdes mistas,
porém em gel de poliacrilamida os fragmentos de 330 pb do T. cruzi e os fragmentos de 300-
450 pb do T. rangeli foram reveladas (Vallejo et al., 1999).

J& Machado et al. identificaram a presenca de ambos os parasitas por PCR (T. rangeli
em fezes e hemolinfa e T. cruzi em fezes) de 15 até 110 dias ap0s infec¢do dos triatomineos,
através da extracdo de fezes coletadas em papel de filtro estéril, secas a temperatura ambiente
e conservadas a —20°C até o uso (Machado et al., 2000).

Pinto et al. (2000) produziram infeccGes em exemplares de T. infestans com clones
distintos de T. cruzi. Comparando-se os resultados obtidos por PCR e andlise microscépica, a
eficiéncia do método molecular péde ser novamente comprovada (respectivamente: 94,4% e
72,2%).

O diagnostico por PCR também foi utilizado com sucesso em vetores coletados em
campo na identificacdo de T. cruzi em fezes frescas e conservadas (Hamano et al., 2001). Os
autores constataram também que o DNA p0de ser obtido de fezes expostas ao ambiente tanto
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natural como artificial. A PCR foi positiva em fezes conservadas a 25°C por 26 semanas e a
40°C por quatro semanas. Esses dados comprovaram a aplicabilidade da PCR no campo.

Também utilizando insetos provenientes do campo, Botto-Mahan et al. (2005)
aplicaram a PCR em conteudo intestinal fresco de ninfas de Mepraia spinolai. A técnica
molecular apresentou positividade em 46,15% das ninfas, contrastando com a positividade em
apenas 9,89% das amostras analisadas por observagdo microscopica direta. Os resultados
demonstraram que a técnica pode ser aplicada em amostras coletadas em campo.

Em artigo publicado por Marcet et al., linhagens de T. cruzi foram identificadas
através da PCR diretamente de amostras fecais em T. infestans, T. guasayana e T. garciabesi.
O material utilizado foi obtido de ninfas e triatomineos adultos vivos e mortos coletados em
campo. A PCR forneceu resultados positivos em amostras que haviam se apresentado
negativas em observagdo microscopica, confirmando a sensibilidade da técnica (Marcet et al.,
2006).

Além da deteccdo de DNA de T. cruzi em triatomineos, diversos autores fizeram uso
da PCR em amostras bioldgicas coletadas de mamiferos infectados com espécies do género
Trypanosoma, seja em sangue total (Marcon et al., 2002; Virreira et al., 2003; Marcet et al.,
2006) em lamina corada de sangue (Deborggraeve et al., 2008), entre outros.

A PCR também vem sendo utilizada no diagnoéstico de outros parasitas em vetores
diversos com alta sensibilidade. Isto ficou demostrado no experimento descrito por Oskam et
al. (1996), no qual os autores detectaram a presenca de Onchocerca volvulus em simulideos
alimentados em pacientes infectados com o parasita. Alguns insetos foram imediatamente
preservados em etanol 100%, enquanto outros foram mantidos vivos em tubos individuais, a
temperatura ambiente, até serem mortos 24 e 72 horas apds a alimentacdo. Um grupo destes
insetos foi submetido a PCR sem quantificacdo prévia do n° de larvas. A PCR foi capaz de
atestar positividade em cada exemplar de simulideo de todos os grupos analisados, indicando
que este método é funcional mesmo quando a amostra ndo é fresca.

Com a finalidade de testar o limite de deteccdo pela PCR, Oskam et al.(1996)
misturaram simulideos positivos (alimentados em paciente infectado) com insetos ndo
infectados. Os autores relataram que a técnica molecular foi capaz de identificar infeccdo em
todos os pools, inclusive naquele que consistia de um inseto positivo misturado a 79 insetos
negativos. Em um terceiro experimento, foi possivel confirmar a sensibilidade da PCR, pois
esta demonstrou resultados positivos em amostras de simulideos contendo apenas um O.

volvulus.
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Entretanto, o sucesso da PCR depende em grande parte do método de extracdo que
sera empregado para obtencdo de um DNA puro e em grande quantidade. Isso tem se
mostrado de suma importancia, quando o DNA alvo encontra-se em pequenas quantidades e
em amostras com grande quantidade de inibidores de PCR (Bueno, 2004; Mabhittikorn;
Wickert; Sukthana, 2005; Dokanehiifard; Bidmeshkipour, 2010; Santos et al., 2010).

1.8. Extracdo de DNA

Os trabalhos anteriormente relatados, bem como outros citados na literatura cientifica,
consolidaram o emprego da técnica de PCR como método nas pesquisas clinicas e
epidemioldgicas do T. cruzi e de outros parasitas. Apesar disso, verificamos que ndo existe
uma uniformidade dos protocolos para as quatro etapas laboratoriais basicas do método, que
compreendem a extragdo do DNA, a escolha dos iniciadores especificos da seqiiéncia alvo, a
amplificacdo propriamente dita e a revelagdo do produto amplificado. Do mesmo modo, no
que se refere ao diagnostico do T .cruzi, segundo o grupo de trabalho cientifico da
Organizacdo Mundial de Saude, se verifica a necessidade da estandardizacdo da PCR para sua
aplicagdo no diagnostico de pacientes chagasicos (Guhl; Lazdins-Helds, 2005).

A obtencdo de um DNA com menos impurezas (proteinas, lipideos, reagentes de
extragdo, etc.) e em maior concentracdo € recomendada para a utilizacdo de técnicas de PCR e
suas variacbes (Kalia; Rattan; Chopra, 1999). Neste sentido, a escolha do protocolo de
extracdo a ser empregado deve considerar as diferencas na composi¢do dos microorganismos
ou tecidos de vertebrados, como ocorre com bactérias que apresentam diferengas na
membrana celular (Veloso et al., 2000).

Considerando a necessidade de obtencdo de DNA em grande quantidade e de boa
qualidade, Aljanabi & Martinez (1997) desenvolveram um método simples de extracdo de
DNA utilizando proteinase k. Esta extracdo foi realizada em organismos de complexidades
génicas diferentes e o DNA obtido pode ser utilizado como fonte para amplificacédo de
sequiéncias alvo.

A extracdo de DNA também pode ser realizada por meio de kits comerciais, seja em
sangue humano (Fafi-Kremer et al., 2008), seja em tecido de invertebrados (Desloire et al.,
2006), e até pelo emprego de resinas (Bereczky et al., 2005).

1.9. Justificativa
A revisdo da literatura demonstra a existéncia de protocolos que utilizam diferentes

estratégias de extracdo de DNA. Considerando que a extracdo € uma importante etapa na
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obtencdo de DNA puro e em grande quantidade, verifica-se a necessidade emergente de uma
avaliagcdo desses protocolos. Investigar pardmetros relacionados a concentracéo e ao grau de
pureza do DNA, bem como caracteristicas de praticidade, reprodutibilidade e custo, nos
permitiria aferir qual o protocolo que apresenta melhor desempenho e com isso adotéa-lo na
rotina de diagndstico laboratorial por PCR.

Com a emergéncia da doenga de Chagas em areas consideradas ndo endémicas, como
a AmazOnia, bem como em areas endémicas da América Latina, e até mesmo em paises da
Europa, Estados Unidos, Asia e Oceania, 0 emprego de um método de diagndstico que
apresente resultados satisfatérios e de baixo custo € de extrema relevancia (Coura, 2002;
Guhl; Lazdins-Helds, 2005; Schmunis, 2007). A distribuicdo dos vetores em paises onde nao
ha ocorréncia natural também evidencia a necessidade de identificar a presenca de T. cruzi
nessas regides, uma vez que ja foram identificadas inclusive infestaces de domicilios (Kjos;
Snowden; Olson, 2009; Schofield; Grijalva; Diotaiuti, 2009), além de areas onde ao controle
vetorial ndo foi efetivo, como é o caso da regido do Gran Chaco (Gurtler et al., 2007; Gdrtler,
2009).

Como a PCR vem sendo empregada como um dos métodos de diagnostico na detecgdo
do T. cruzi em espécies de triatomineos (invertebrados) e em sangue de mamiferos
reservatorios (vertebrados), bem como de pacientes, a avaliacdo de protocolos de extracdo de
DNA seréd de grande contribuicdo para o diagndstico (Guhl; Lazdins-Helds, 2005), e estes
resultados servirdo, inclusive, de aporte para avaliagdo da PCR no diagndstico de outras
protozooses de importancia humana, como por exemplo as Leishmanioses (Werneck; Costa;
Costa, 2003) e a Malaria (Suarez-Mutis et al., 2007), tambeém transmitidas por vetores.
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2. OBJETIVO

Avaliar protocolos de extragcdo de DNA em relacdo aos seguintes parametros:
concentracdo, grau de pureza e amplificacdo do DNA extraido, reprodutibilidade, praticidade
e custo, visando indicar o protocolo de escolha no diagndstico do Trypanosoma cruzi por
PCR na rotina laboratorial e nas investigac@es epidemioldgicas.

17



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Organismos

3.1.1. Camundongos

Foram empregados camundongos albinos (Swiss webster), ndo isogénicos, sadios,
machos, com peso variando entre oito e doze gramas, fornecidos pelo Centro de Criacdo de
Animais de Laboratério da Fundagdo Oswaldo Cruz (CECAL/FIOCRUZ). Os animais foram
mantidos em gaiolas apropriadas com livre acesso a agua e alimentacdo, no Biotério do
Pavilhdo Arthur Neiva do IOC/FIOCRUZ.

Todos os procedimentos de manejo e manutencdo dos animais seguiram o critério
estabelecido pelos “Principios Eticos na Experimentacdo Animal”, elaborado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, 1991).

3.1.2. Trypanosoma cruzi

Todas as infecgdes experimentais foram efetuadas com a cepa Y. Esta cepa foi isolada
de um caso humano de doenca de Chagas e mantida, a partir de agosto de 1950, no laboratério
de isolamento em Sdo Paulo, por repiques sucessivos, em camundongo branco (Silva;
Nussenzweig, 1953), sendo, apos algum tempo, cedida para varios laboratérios de pesquisa.
Pelo seu perfil bioldgico, tropismo tissular e lesdes histopatdgicas em animais experimentais,
a cepa Y foi designada como pertencente ao Biodema I, inicialmente denominado como Tipo
I (Andrade, 1974; Andrade; Magalhées, 1997). A cepa Y foi caracterizada pelo gene de Mini-
exon como T. cruzi Il (Tcll) e denominada no novo consenso como Tclla (Fernandes et al.,
2001; Zingales et al., 2009).

Além da cepa Y, nossa proposta inicial era empregarmos mais outras duas cepas de
linhagens distintas, conforme tipagem efetuada pelo gene de Mini-exon: Tcruzi | (cepa ms
1523) e Tcruzi Z3 (cepa R.bre VIII), isoladas respectivamente de mamifero silvestre e
triatomineo da Microrregido do Rio Negro, Estado do Amazonas, Brasil. Devido a dificuldade
em obtermos parasitemia patente nos camundongos sobre os quais seriam efetuadas as
alimentacOes infectantes dos triatomineos, optamos por realizar todo o estudo apenas com a
cepa Y. Essa decisdo s6 foi tomada apds o insucesso na obtencdo de formas metaciclicas,
apesar das varias estratégias executadas na tentativa de se obter formas infectantes para
inoculacdo e consequentemente parasitemia patente. Entre as estratégias empregadas estavam:
cultivo celular; cultivo em meio TAU; in6culo em camundongos imunossuprimidos (5

mg/kg/dia de dexametasona via intraperitonial) e repasto sanguineo in vitro de triatomineos
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com parasitas provenientes de cultura (“xenodiagnostico indireto”) (Contreras et al. 1985;
Araljo-Jorge et al., 1989; Lallo; Santos; Bondan, 2002; Castro; Santos; Silveira, 2004). O
cultivo celular foi realizado em colaboracdo com a equipe da Dra. Mirian Claudia S. Pereira
do Laboratdrio de Ultra-Estrutura Celular do I0C/FIOCRUZ.

3.1.3. Triatomineos

Os resultados que serdo apresentados foram obtidos a partir de experimentos
realizados com a espécie Rhodnius brethesi Matta, 1919 (Matta, 1919). A espécie R. brethesi
pertence a um dos 3 principais géneros de importancia no Continente Americano e tem papel
importante na transmissdo do T. cruzi entre a populacdo humana com atividade laboral do
extrativismo da fibra da palmeira Leopodinia piassaba na Microrregido do Rio Negro, Estado
do Amazonas, Brasil. (Junqueira; Vifas Albajar; Coura, 2005). Todos 0s espécimes
empregados foram fornecidos pelo insetéario do Laboratério de Doencas Parasitarias-Medicina
Tropical-IOC/FIOCRUZ, cuja colbnia de R. brethesi teve inicio em 1995, com “exemplares
matrizes” coletados na Microrregido do Rio Negro pela equipe do referido laboratério.

Optamos por empregar, em todos 0s experimentos, exemplares no 4° estadio ninfal e
na fase adulta. A escolha por estdgios distintos se deve a quantidade diferencial de
componentes celulares encontrados em ambos, e por supor que isto poderia vir a alterar a
eficiéncia do processo de extracdo. O peso de ambas as fases sera detalhado no item 3.3.4.

Padronizamos também empregar triatomineos em jejum de 15 a 21 dias, pois existem
estudos que mostram a influéncia do repasto nos resultados de extragcbes com distintos
protocolos. O sangue ingerido conteria inibidores, que reduziriam a eficiéncia da reagéo de
amplificacdo (Schwartz et al., 1997; Halos et al., 2004; Desloire et al., 2006).

Além do R. brethesi, seguindo o delineamento original do projeto, mais outras duas
espécies estdo sendo testadas, Panstrongylus megistus Burmeister, 1835 e Triatoma infestans
Klug, 1834, ambas de importancia epidemiolégica na dindmica de transmissdo do T. cruzi
(Schofield; Galvdo, 2009). Os experimentos ainda ndo foram concluidos, em parte pelo ndo

fornecimento, em tempo, do material necessario para finaliza-los.

3.2. Desenho experimental de infeccdo dos triatomineos

Na avaliagdo dos protocolos de extragdo de DNA foi concebido um desenho
experimental para obtencdo de material biolégico constituido por macerado de triatomineo
infectado com T. cruzi. Para obtencdo desse material varias etapas foram realizadas,

iniciando-se com a infecgdo de camundongos e concluindo com a infeccdo artificial ou

19



experimento de reconstituicdo dos triatomineos. O detalhamento dessas etapas esta
discriminado nesta pagina e nas seguintes. Paralelamente, grupos controles foram constituidos

com objetivo de monitorar os experimentos.

3.2.1. Infeccdo dos camundongos e dos exemplares de triatomineos

Uma amostra de sangue infectada com a cepa Y, mantida em nitrogénio liquido, apés
descongelamento, foi inoculada, via intraperitoneal, em cinco camundongos. O in6culo, por
camundongo, consistia em 0,2 mL de sangue contendo aproximadamente 10° tripomastigotas
sanguineos. Passada uma semana de inoculacdo, o sangue periférico desses e de todos os
outros camundongos inoculados nos experimentos seguintes, foi examinado, em dias
alternados, pelo método parasitologico direto, para constatacdo da presenca de parasitas. A
parasitemia era acompanhada retirando-se uma aliquota de 5 pL de sangue e quantificando as
formas tripomastigotas sanguineas existente neste volume pelo método de Pizzi e Prager
(1952) modificado por Brener (1962). O método foi padronizado empregando-se lamina 25 x
75 mm e laminula 22 x 22 mm e quantificando o nimero de parasitas encontrados em 50
campos microscopios com aumento de 400 vezes (ocular de 10 x e objetiva de 40 x).

Assim que o0s primeiros camundongos apresentaram parasitemia patente, dois deles
foram separados para infec¢do de um grupo de triatomineos (Alimentacdo infectante) e os
outros trés para passagem do sangue infectado para um novo grupo de animais ndo infectados
(1° Passagem) (Figura 3.1). A 1° passagem, assim como as passagens seguintes, foram
efetuadas via intraperitoneal, sempre para um grupo de 3 animais, inoculando-se 0,2 mL de
sangue contendo entre 10° a 10* formas tripomastigotas sanguineas por camundongo. Estes
novos camundongos infectados, assim que apresentaram parasitemia patente, foram
empregados para alimentar 5 exemplares da espécie R. brethesi e a seguir efetuar a 2°
passagem. Novas passagens e alimentacdes infectantes sucessivas foram executadas com
objetivo de realizar todos os experimentos de reconstituicdo (Figura 3.1).

A cada passagem o camundongo era anestesiado, inicialmente com Zoletil® 50 (marca
Virbac, formula Cloridrato de tiletamina e Cloridrato de zolazepan), via intraperitoneal, na
dosagem de 50 mg/kg/dose, conforme recomendado pelo fabricante. Seguindo a
recomendacdo da Comissdo de Etica, o Zoletil® 50 foi substituido por um anestésico
composto de cloridrato de Quetamina 10% (Dopalen na dosagem 115 mg/kg) e Cloridrato de
Xilazina 2% (Virbaxil na dosagem de 10 mg/kg), ambos via intramuscular. Quando ndo
apresentava resposta a estimulos dolorosos, foi realizada a puncdo cardiaca, utilizando-se uma

agulha descartdvel, de ponta fina e curta de 13 x 4 mm (marca Precision) com 0,2 mL de
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heparina (Liquemine®, marca Roche), acoplada a uma seringa também estéril e descartavel
de 1 mL, puncionando-se o terceiro espaco intercostal e aspirando o sangue lentamente,
segundo o Manual de Utilizacdo de Animais/FIOCRUZ (Fundac¢do Oswaldo Cruz, 2008).
Antes da passagem procedeu-se a alimentacdo infectante dos triatomineos. Quando
ndo reagiam aos estimulos dolorosos, certificando a acdo anestésica, cada camundongo era
transferido para um frasco de vidro de boca larga (15 cm de altura e 10 cm de didmetro) e
sobre eles alimentados no minimo 4 exemplares de 4° estagio de R.brethesi; a exposicdo as
picadas ocorria durante o periodo de uma hora. A comissao de ética permitiu a alimentacéao de
até 12 exemplares de triatomineos por camundongo. Realizada a alimentacéo e a passagem, 0S
camundongos foram sacrificados com inalacdo prolongada de CO,, conforme indicacdo da

comissdo de Etica.
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Figura 3.1: Desenho experimental. Esquema dos experimentos de infeccdo de camundongos, obtencdo de tubo digestivo de triatomineo infectado,

quantificacdo e diluicdo e experimento de reconstituicdo. Onde 1é-se 1, 10 e 100 parasitas, ler 1, 10 e 100 células de Trypanosoma cruzi,
respectivamente.
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3.2.2. Experimentos de reconstituicéo

3.2.2.1. Retirada do tubo digestivo

Cerca de quinze dias ap6s a alimentacdo infectante, uma gota de fezes de cada
triatomineo foi observada entre lamina e laminula em microscopio 6ptico binocular (modelo:
néo especificado, marca: Carl Zeiss), no aumento de 400 vezes (ocular de 10 x e objetiva de
40 x), com objetivo de constatar a infecgdo. Comprovada a presenca do parasita, seguiu-se a
retirada do tubo digestivo dos espécimes positivos.

Os especimes positivos foram acondicionados em placa de Petri com algodao
embebido em cloroférmio até que ficassem adormecidos, para, a seguir, serem transferidos
para uma capela de seguranca biologica onde passaram por um processo de lavagem para
desinfeccdo (remocdo de microorganismos externos). A lavagem consistiu em mergulhar cada
triatomineo uma vez em cloreto de benzalcdnico (fungicida e bactericida) e duas vezes em
agua destilada autoclavada. O cloreto de benzalconio € um composto de amdnio quaternario
gue atua aumentando a permeabilidade da membrana celular dos microrganismos, tendo como
consequéncia final a morte da célula, sendo por isso empregado como antisséptico de
superficies (Huber, 1983; Xavier et al. 2007). Apos a lavagem, os insetos eram transferidos
para outra placa de Petri até completa secagem. Quando secos, a porcao final do abdémen foi
cortada com auxilio de uma tesoura autoclavada e o tubo digestivo puxado com auxilio de
uma pinga também autoclavada. Aplicamos rotineiramente essa lavagem nos triatomineos
coletados no campo (Amazé6nia), quando além de efetuar o diagnostico parasitologico,
desejamos realizar o isolamento do T. cruzi e/ou T.rangeli em cultura.

Com o auxilio de uma pinga, cada tubo digestivo era transferido individualmente para
um vidro de relégio contendo solugdo salina estéril. A proporcdo de salina era diretamente
proporcional ao volume do tubo retirado, ou seja, uma parte de tubo digestivo para igual parte
de salina (diluicdo D1 ou tubo mé&e). A seguir, com auxilio de um bast&o de vidro, procedeu-
se a maceragdo. Do material macerado retirou-se uma aliquota, com objetivo de quantificar as

formas evolutivas de T. cruzi existentes.

3.2.2.2. Quantificacdo das formas no tubo digestivo

Uma aliquota de 5 pL foi coletada de cada macerado e observada ao microscopio
Optico para uma avaliacdo inicial do nimero de parasitas existentes. Devido ao numero
elevado de parasitas encontrados em alguns tubos digestivos e da presenga constante de
muitos componentes fecais, que dificultavam a leitura, efetuamos uma segunda dilui¢do (Dc =

diluicdo para contagem) de 1:20 em salina estéril. A partir desta diluicdo, trés aliquotas foram
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transferidas para dois hemocitdmetros de Neubauer com objetivo de proceder a quantificacéo
exata. Optamos pela contagem padronizada por Hoff (1974) no hemocitdmetro de Neubauer,
por ser mais precisa que a contagem pelo método de Pizzi e Prager (1952) modificado por
Brener (1962), empregado inicialmente na avaliagcéo da parasitemia dos camundongos.

Cada hemocitdmetro é composto por dois quadrados maiores que correspondem a
duas camaras: uma superior e outra inferior. O quadrado maior € composto por quatro
quadrantes, que por sua vez apresenta 16 quadrados menores ou sub-quadrantes (Souza, 2000)
(Figura 3.2). Com objetivo de ter o valor mais préximo do real, trés contagens, por macerado,
foram realizadas: uma no quadrado maior superior do primeiro hemocitémetro, a outra no
quadrado maior inferior do mesmo hemocitometro e a terceira no quadrado maior superior de
um segundo hemocitdémetro (Figura 3.2). A partir dessas contagens calculavamos a média das
trés quantificacdes, conforme seré detalhado a seguir.

Antes de efetuarmos a leitura ao microscopio Optico binocular (modelo: néo
especificado, marca: Carl Zeiss), 0 hemocitémetro era deixado, por cerca de 2 minutos, sobre
uma superficie plana, para “acomodacdo dos parasitas”. Passados 0s 2 minutos, prosseguiu-se
a quantificacdo contando-se 0 nimero de parasitas existentes nos 16 quadrados menores ou
sub-quadrantes dos quatro quadrantes de cada um dos 3 quadrados maiores (Figura 3.2). Nao
foi efetuada a contagem dos parasitas sobre as linhas extremas dos quadrantes e a contagem
foi repetida quando a distribuicdo dos parasitas ndo se encontrava homogénea. A repeticao era
feita a partir de uma nova “pipetagem”.

A leitura de um quadrante correspondeu ao nimero de parasitas contidos em 0,1 pL,
considerando sua capacidade volumétrica (0,1 mm®). Para sabermos o niimero de parasitas
calculamos a média da leitura, ou seja, somamos 0 n° de parasitas encontrados nos 12
quadrantes e dividimos por doze. O valor calculado correspondeu ao nimero de parasitas em
0,1 pL (Figura 3.2).

Posteriormente, o valor da média foi multiplicado por 10* para sabermos o niimero de
parasitas em 1 mL. Esta quantificacdo correspondeu a amostra diluida a 1:20 (Dc = dilui¢do
para contagem), portanto, o resultado em 1 mL foi multiplicado por 20, fator de diluicéo,
descobrindo-se, assim, o niamero de células de T. cruzi contidos em 1 mL do tubo macerado
mée (D1).
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Capacidade volumétrica de cada um dos doze quadrantes :
Comprimento: 1 mm
Largura: 1 mm
Altura: 0,1 mim
Capacidade: 1mm x 1mm x 0,1 mm = 0,1 mm* =0,1 pL
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Figura 3.2: Hemocitometro de Neubauer. Quantificacdo das formas evolutivas de T. cruzi obtidas a

partir de diluigbes do macerado do tubo digestivo.

3.2.3 Obtencdo das aliquotas com 1, 10 e 100 parasitas

Efetuado o calculo para saber o nimero de parasitas no macerado do tubo digestivo,
foram realizadas dilui¢Ges seriadas, partindo do tubo mae (D1), com o objetivo de obtermos
aliquotas contendo 1, 10 e 100 parasitas, ou seja, 1, 10 e 100 células de T. cruzi. Foi realizada
uma diluicdo de 1/100 (tubo D2) a partir do tubo mée (tubo D1), e do tubo D2 foi feita uma
segunda dilui¢do de 1/10 (tubo D3), de onde foram retiradas a aliquotas contendo 10 e 100
parasitas. A concentracdo de 1 parasita foi alcancada através de uma nova diluicdo a 1/10 a
partir de D3 (tubo D4).

Apos as diluigdes aplichvamos a formula C;V; = C,V, para calcular o volume
necessario a ser retirado do tubo D3 (aliquotas com 100 e 10 parasitas) e D4 (aliquotas com 1
parasita), considerando sempre um volume final de 30 pyL (0,03 mL) para cada infeccéo
artificial ou experimento de reconstituicdo. VVolumes iniciais menores que 30 pL foram

completados com salina estéril (Figura 3.3).
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Figura 3.3: Diluicdes completas. Diluigdes seriadas realizadas a partir do tubo mée para obtencéo de
1, 10 e 100 parasitas em 30 pL, onde Cl=concentracdo inicial; C2=concentragdo
desejada; V1=incégnita; V2=volume desejado. Onde Ié-se 1, 10 e 100 parasitas, ler 1,

10 e 100 células de T. cruzi, respectivamente.

Exemplo do calculo realizado para a dilui¢do de 1 parasita:
10xV;=1x0,03 V1=0,003mL =3 pL
Adicionar 27 pL de salina a 3 pL da amostra da diluicdo para um volume final de 30 pL.

3.2.4. Infeccdo artificial dos exemplares de triatomineos

A infeccéo artificial ou experimento de reconstituicdo propriamente dito consistiu na
adicdo de 30 pL de salina estéril contendo formas evolutivas de T. cruzi, procedentes do
macerado do tubo digestivo, nas 3 concentrages anteriormente descritas, a um tubo tipo
eppendorf de 2 mL ou tipo falcon de 15 mL e a seguir introduzimos um exemplar integro de
triatomineo ndo infectado.

Nos experimentos de reconstituicdo empregamos 35 exemplares de cada um dos 2
estagios evolutivos testados, num total de 70 exemplares de triatomineos por protocolo.
Destes 70, n6s empregamos 30, 20 e 20 para 0s experimentos com 1, 10 e 100 parasitas/
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celulas de T. cruzi, respectivamente (Figura 3.4).

A estratégia de triatomineos reconstituidos com formas evolutivas de T. cruzi
provindas de tubo digestivo permitiu monitorar a concentragdo de células de T. cruzi
presentes em cada amostra e com isso avaliar a sensibilidade dos métodos de extragdo de
DNA testados.

Foram empregados 50% a mais de triatomineos na concentracdo de 1 célula de T.
cruzi, 5 exemplares a mais em relacdo as outras duas concentragdes. Esse numero adicional
foi empregado para compensar 0s tubos dos experimentos de reconstituicdo que por acaso
ndo viessem a receber parasita. Essa situagdo ocorre na prética, quando se realiza diluigdes
seriadas tendo como concentracgdo final 1 parasita por tubo (dados ndo publicados).

Como controle negativo, por protocolo, utilizamos mais 2 exemplares de triatomineos,
que ndo foram infectados artificialmente. O inverso, ou seja, 3 aliquotas de 30 pL de salina
estéril, contendo formas evolutivas de T. cruzi com 1, 10 e 100 parasitas, sem adigcdo de
triatomineos, foram empregadas como controles positivos. Os detalhes sobre os controles

estdo no proximo item (3.2.5. Controles).
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Figura 3.4: Esquema do experimento de reconstituicdo. Nimero de triatomineos para cada diluicdo, de acordo com os dois estagios evolutivos empregados na

avaliacdo dos métodos de extracao testados. Onde Ié-se 1, 10 e 100 parasitas, ler 1, 10 e 100 células de Trypanosoma cruzi, respectivamente.
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3.2.5. Controles
Na avaliacdo laboratorial foram empregados distintos controles (Figura 3.5).

3.2.5.1 Controle das extracoes

3.2.5.1.1 Positivo

A partir da cultura da cepa Y, em meio LIT, mantida no LDP (IOC/FIOCRUZ), foram
preparadas aliquotas contendo parasitas nas mesmas concentracbes empregadas nos
experimentos de reconstitui¢do: 1, 10 e 100 células de T. cruzi. Também para alcangar esse n°
de parasitas desejados, uma série de diluicdes foi efetuada em solugdo salina estéril e o
procedimento para a quantificacdo foi 0 mesmo utilizado nos experimentos de reconstituig&o.

Esse controle, composto de formas evolutivas de T. cruzi mais o diluente (solucéo
fisioldgica esteril) sem triatomineo, possibilitou avaliar a amplificagdo de DNA extraido a
partir de um diluente que ndo contém os componentes celulares do vetor, e,

consequentemente, monitorar a presenca de inibidores oriundos deste.

3.2.5.1.2 Negativo

Para o controle negativo, aliquotas de 30 pL de salina estéril foram adicionadas a um
exemplar de triatomineo de cada estagio utilizado (ninfa de 4° estagio e adulto) em jejum e
ndo infectado, proveniente também da col6nia do Laboratério de Doencgas Parasitarias. A
partir dessa etapa, os procedimentos efetuados, foram 0s mesmos conduzidos com as amostras
dos experimentos de reconstituicdo; tendo como diferencial a auséncia de formas de T. cruzi
provenientes do tubo digestivo de triatomineo.

Esse controle negativo teve como objetivo monitorar a presenca de contaminagdo do

material extraido com DNA ex6geno e, consequentemente, reacoes falsas positivas.

3.2.5.2 Controle das PCRs

O funcionamento dos reagentes da PCR e do termociclador foram monitorados através
da utilizacdo de DNA extraido e purificado de T. cruzi e de triatomineo na reacdo de
amplificacdo (controles positivos). Esses DNAs foram quantificados e distribuidos, na mesma
concentracdo, em aliquotas separadas, para evitar congelamento e descongelamento.

Paralelamente, com o objetivo de monitorar a presenca de contaminagdo nos reagentes
de amplificagdo, um tubo contendo apenas os componentes da reagdo da amplificacdo foi
submetido as etapas de amplificacdo concomitantemente.

Os detalhes desses controles estdo no item 3.4.3.2.
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3.3. Protocolos de extracdo de DNA empregados
Foram testados neste estudo 12 protocolos, cujos critérios de selecdo serdo detalhados

a sequir.

3.3.1. Levantamento dos protocolos de extragdo in house

Inicialmente, realizamos um levantamento nos sites de busca PubMed e Scielo dos
protocolos in house empregados na extracdo de DNA de espécimes da classe Insecta. Como
verificamos um nimero muito pequeno de artigos, nossa busca passou a ser direcionada para
artropodes em geral, independente da classe, cujo constituinte principal do exoesqueleto é a
quitina. Como a quitina € um amino polissacarideo com solubilidade diferente conforme o
reagente, julgamos que esta caracteristica poderia influenciar no processo de extracdo do
DNA (Merzendorfer, 2006). Cada protocolo foi escolhido de acordo com diferentes principios
de acdo no processo de extragdo, com etapas distintas ou complementares. Os oito protocolos
in house testados foram organizados por ordem cronoldgica de publicacdo e numerados para
fim de simplificacdo na sua identificacdo (Tabela 3.1).

N&o complementamos nossa busca na base de dados LILACS, pois durante a
avaliacdo do levantamento dos kits de extracdo, verificamos que esta praticamente ndo
acrescentou novos artigos ao tema pesquisado, além dos listados na busca no PubMed e no

Scielo.

3.3.2. Levantamento dos kits de extracéo

Para a escolha dos kits, efetuamos o levantamento dos artigos publicados entre jan/02
e jun/09, tempo que calculamos ser suficiente para incluirmos uma ou duas geracdes de Kits,
de tecnologias recentes, que foram langados no mercado e testados nas publicacGes
cientificas.

Assim como nos métodos in house, realizamos o levantamento dos kits comerciais nas
bases de dados PubMed e Scielo. Além dessas duas, incluimos o LILACS na procura dos
artigos que empregaram Kkits na extragdo de DNA. A busca foi realizada empregando os
termos “kit DNA extraction”, “DNA extraction kit”, “Trypanosoma cruzi PCR extraction” e
“Trypanosoma cruzi PCR”. Inicialmente, utilizariamos apenas o primeiro descritor, sem
inverter a ordem das palavras, pois a inversdo ndo deveria alterar o resultado. Entretanto,
averiguamos que a alteragcdo ndo produziu resultados totalmente idénticos. Com relacdo aos
outros dois termos (“Trypanosoma cruzi PCR extraction” e “Trypanosoma cruzi PCR”),

resolvemos verificar se ao incluirmos T. cruzi e PCR poderiamos complementar/ampliar 0s
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primeiros resultados do levantamento, bem como dos protocolos in house.

Trés critérios de selecdo foram aplicados na escolha dos kits a serem empregados: 1°-
kit mais citado, 2°-kit mais empregado comparando métodos de extragdo e 3°-kit mais
utilizado na extragdo a partir de artropodes. Listamos os kits em uma planilha e
contabilizamos o nimero de citagdes. Caso 0 mesmo kit fosse 0 mais citado em mais de um
critério, a opcao seria pelo kit seguinte mais citado, tendo como principal critério de escolha
kits de estratégias de extragdo distintas (Tabela 3.2).

Além dos oito protocolos in house e dos trés kits comerciais selecionados, testamos
um preparado comercial que também é utilizado com frequéncias nas extracdes de DNA:
DNAzol Reagent (Chomczynski et al., 1997) (Tabela 3.2).

No apéndice 1 estdo detalhadas as etapas dos protocolos empregados.

3.3.3. Adaptacdes dos protocolos selecionados

Em todos os protocolos foi adotada a maceracéo dos exemplares de triatomineos, visto
que a liberacdo do DNA torna-se mais dificil pela presenga do exoesqueleto destes insetos.
Esta maceracgéo consistiu no uso de ponteira e pipeta para o rompimento mecanico dos tecidos
do triatomineo, através de repetidos choques mecanicos contra a amostra. Um equipamento de
maceragdo automatica (Pellet Pestle) foi utilizado em um estudo-piloto, porém ndo
apresentou resultados satisfatorios, pois ndo foi capaz de romper o tecido externo rigido dos
triatomineos (dados ndo mostrados).

Outra modificacdo empregada nos protocolos 10 e 11 foi a fervura das amostras por 15
minutos para a liberagdo dos minicirculos concatenados do KDNA do parasito, além de

permitir uma distribuicdo homogénea das sequéncias na amostra (Britto et al., 1993).
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Tabela 3.1 - Protocolos de extrac&o in house. Resumo de execucéo de cada protocolo.

Protocolo

Extracdo do DNA

1. Breniere et al. 1992

2. Shikanai-Yasuda et al. 1996

3. Oskam et al. 1996

4. Silber et al. 1997

5. Aljanabi & Martinez 1997

6. Vallejo et al. 1999

7. Hamano et al. 2001

8. Desloire et al. 2006

Diluicdo em agua ultra-pura; fervura (10 min); centrifugacdo (8.000 g/10
min); conservagao do sobrenadante.

Homogeneizacdo em tampéo de lise (Triton-X 100 1%, sacarose 0,32M,
Tris-HClI 10 mM pH 7.5, MgCl, 5 mM); digestdo enziméatica com
proteinase K; inativacdo da enzima (95°C/10 min); purificagdo com fenol-
cloroférmio (2X); precipitagdo com 2 volumes de etanol absoluto (com
acetato de sddio e glicogénio); lavagem do precipitado com etanol 70%;
ressuspensao em agua ultra-pura.

Homogeneizacdo em tampao de lise 1 (NaCl 50 mM, Tris-HCI 50 mM pH
7.4, EDTA 10 mM pH 8.0, Triton X-100 1%, DTT 10 mM); 4 ciclos de
resfriamento em nitrogénio liquido e liquefagdo em &gua (60°C); incubacédo
com tampdo de lise 2 (NaCl 50 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7,4, EDTA 10
mM pH 8,0, Proteinase k 200 ug/mL, Triton X-100 1%) a 60°C/1h;
centrifugagdo (12.000 g/10 min); conservacdo do sobrenadante.

Fervura (15 min); purificacdo com fenol-cloroférmio e cloroférmio;
precipitacdo com etanol absoluto e acetato de sddio; ressuspensdo em agua
ultra-pura.

Homogeneizacdo em tampéo de lise (NaCl 0,4 M, Tris-HCL 10 mM pH
8.0, EDTA 2 mM pH 8.0); adicdo de SDS 20%; digestdo enzimatica com
proteinase K; incubacéo (overnight); adicdo de NaCl; centrifugacéo (10.000
g/30 min); transferéncia do sobrenadante para tubo novo; adicdo de
isopropanol; Incubacdo (-20°C/1 h); centrifugacdo (10.000 g/4°C/20 min);
lavagem com etanol 70%; secagem; ressuspensao em agua ultra-pura.

Diluicdo em guanidina-EDTA; fervura (15 min); purificagdo com fenol-
cloroférmio e cloroférmio; precipitacdo com acetato de sodio e etanol;
centrifugacdo; ressuspensdo em agua ultra-pura.

Homogeneizacdo em tampdo de lise (Tris-HCI 10 mM pH 7.4, EDTA 1
mM, NaCl 150 mM, SDS 0,1%); digestdo enzimatica com proteinase K;
incubagdo(37°C/2 h); purificacdo com fenol-cloroférmio; precipitagdo com
etanol absoluto e &cido acético; ressuspensdo em agua ultra-pura.

Homogeneizacdo em tampao de lise (CTAB 2%, NaCl 1,4 M, Tris-HCI 100
mM pH 8,0, EDTA 20 mM, B-mercaptoetanol 0,2%) incubagéo (65°C/1 h);
purificagdo com cloroférmio/alcool isoamilico; precipitagdo com
isopropanol; armazenamento a -20°C por 2-3h; centrifugacéo (18.000 g /30
min); lavagem com etanol 70%; secagem (50°C/15 min); ressuspensdo em
agua ultra-pura.
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Tabela 3.2: Protocolos empregando Kits ou preparados comerciais de extragdo. Resumo de

execucdo de cada protocolo.

Protocolo Extracdo do DNA

Homogeneizacdo em tampdo de lise (ATL); aquecimento (70°C/5 min);
adicdo de InhibitEX (adsorcéo de inibidores); centrifugagdo (12.000 rpm/4

9. QlAamp DNA Stool Mini Kit min); digestdo enzimatica com proteinase K e tampdo AL; incubacdo
Marca Qiagen (70°C/10 min); precipitacdo com etanol absoluto; transferéncia para coluna
Cat. 51504 de silica; centrifugacdo (14.000 rpm/1 min); lavagem com tampdo AW1;

centrifugagdo (14.000 rpm/1 min); lavagem com tampdo AW2;
centrifugacéo (14.000 rpm/3 min); eluicdo do DNA com tampéo AE.

Homogeneizacdo em PBS; fervura (10 min); adicdo de tampdo ATL;
digestdo enzimatica com proteinase K (56°C/3 h); adi¢do de tampdo AL;

10. Ql1Aamp DNA Mini Kit incubagdo (70°C/10 min); precipitacdo com etanol absoluto; transferéncia
Marca Qiagen para coluna de silica; centrifugacdo (6.000 g/1 min); lavagem com tampao
Cat. 51306 AW1; centrifugacdo (6.000 g/1 min); lavagem com tampdo AW?2;

centrifugacdo (14.000 rpm/3 min); eluicdo do DNA com &gua ultra-pura
(6.000 g/1 min).

11. InstaGene Matrix* Homogeneizacdo em PBS; fervura (10 min); adicdo de InstaGene Matrix;
Marca BIO-RAD incubacdo (56°C/25 min); fervura (8 min); centrifugacdo (14.000 rpm/3
Cat. 732-6030 min); conservagdo do sobrenadante.

Homogeneizacdo em DNAzol; centrifugacdo (10.000 ¢/10 min);

12. DNAzol Reagent precipitacdo com etanol absoluto; centrifugacdo (4.000 g/2 min); lavagem
Marca Invitrogen com etanol 75%; reserva da amostra por 2 min; 22 lavagem com etanol
Cat. 10503-27 75%; reserva da amostra por 1 min; secagem; ressuspensdo em NaOH 8

mM.

* Utilizado em substituicdo ao Quantum Prep Aquapure Genomic DNA Isolation Kit (Marca BIO-RAD, cat.
732-6340), uma vez que este foi descontinuado. O prdprio fabricante sugeriu 0 emprego do InstaGene Matrix em

substituicdo ao kit descontinuado.
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3.3.4. Procedimento para calcular o volume de tampéo de lise

A quantidade de tampao de lise empregada em cada extracdo foi estabelecida através
do calculo do ponto médio de peso por estagio evolutivo e espécie de triatomineo estudada
(Shiguti & Shiguti, 2006).

Para efetuarmos este célculo, antes de iniciarmos a série de extracdes, pesamos 6
exemplares adultos (3 machos e 3 fémeas) e 3 exemplares de 4° estagio de cada uma das trés
distintas espécies que pensavamos em empregar inicialmente nesta avaliacdo, com 0 mesmo
tempo de jejum (Tabela 3.3a). A partir desses valores, realizamos o calculo da média para
estabelecermos uma faixa de peso entre os espécimes analisados (Tabela 3.3b).

Ap0s calcularmos as médias, estabelecemos a frequéncias dos pesos, ordenando de
forma crescente todos os valores em gramas (Tabela 3.3c). De acordo com as frequénciass
estabelecidas, calculamos a amplitude total (0,21) e a seguir a amplitude de classe (0,07) (vide
calculos a seguir).

Célculos utilizados para estabelecer o intervalo entre os valores:
Amplitude total (At) = o tltimo valor — o primeiro valor da frequéncias
At=0,24-0,03=0,21
Amplitude de intervalo de classe (Hi) = amplitude total / n° de espécies utilizadas
Hi=0,21/3 = 0,07

Do valor de Hi estabelecemos quatro faixas de peso e a partir dessas faixas efetuamos
o0 célculo do ponto médio (PM). Onde o PM é igual ao maior valor somado ao menor valor
das faixas definidas, dividido por dois (PM = maior n + menor n/ 2) (Tabela 3.3d). Calculado
0 ponto médio partirmos para correlacionar o peso em gramas com o volume estabelecido em
mL , conforme exemplo do protocolo 4 citado ap6s a Tabela 3.3d.

De acordo com a faixa definida pela amplitude de classe, verificamos que todas as
ninfas, independente da espécie, enquadram-se na faixa de 0,01 — 0,07 gramas. Nos adultos ha
uma diferenca nos pesos conforme a espécie; no qual espécimes de R. brethesi pesam entre
0,08 — 0,14 gramas, enquanto P. megistus e T. infestans pesam entre 0,15 — 0,21 gramas.
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Tabela 3.3a: Célculo do volume de tamp&o-Peso.

Peso dos exemplares de triatomineos em gramas (g).

Machos Fémeas 4° estagio
Espécie ok mofvk  DOfNs Ofrvk  DO(r\k 0L\ of\k  DO()k  R0((y\*
1°(@)* 2°(@)* 3°(9) 1°(@)* 2°(@)* 3°(9) 1°(@)* 2°(9)* 3°(9)
Panstrongylus megistus 0,18 0,18 0,16 0,21 0,24 0,22 0,05 0,05 0,04
Triatoma infestans 021 024 0,17 0,16 0,13 0,14 0,05 0,06 0,06
Rhodnius brethesi 0,06 0,07 0,07 0,08 0,08 0,07 0,03 0,03 0,03

*QOrdem de pesagem dos espécimes.

Tabela 3.3b: Calculo do volume de tamp&o-Média dos pesos. Médias dos pesos (em gramas) de

ninfas e adultos de triatomineos.

Espécie Média*
P Machos Fémeas Ninfas
Panstrongylus megistus 0,17 0,22 0,04
Triatoma infestans 0,20 0,14 0,05
Rhodnius brethesi 0,06 0,07 0,03

*Meédia = X dos pesos / pelo n° de espécimes analisados.

Tabela 3.3c: Célculo do volume de tamp&o — Frequéncia dos pesos. Frequéncias dos pesos em

gramas.
Frequéncias dos pesos
0,03 0,03 0,03 0,04
0,05 0,05 0,05 0,06
0,06 0,06 0,07 0,07
0,07 0,08 0,08 0,13
0,14 0,16 0,16 0,17
0,18 0,18 0,21 0,21
0,22 0,24 0,24

Tabela 3.3d: Célculo do volume de tampao-Faixa de peso. Faixa definida para calculo da diluicao.

Espécies Faixa definida () Peso (Ponto) Médio
Ninfas de 4° estadio das trés espécies 0,01 0,07 0,04
R. brethesi (adulto) 0,08 0,14 0,11
P. megistus e T. infestans (adulto) 0,15 0,21 0,18
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Exemplo: Protocolo 04 - Adicionar dgua ultra-pura de acordo com o peso dos triatomineos
(pesar o triatomineo e, considerando que 1 g corresponde a 1 ml, fazer uma regra de trés para

achar o volume sugerido). Os valores encontram-se descritos na tabela abaixo (Tabela 3.3e):

Tabela 3.3e: Calculo do volume de tamp&o-Volume empregado. Volume de &gua ultra-pura

empregado no protocolo 4.

Faixa definida (g) Peso Médio Espécie Volume de agua

ultra-pura
0,01 0,07 0,049 (40 mg) Ninfa 4° estagio (Rb, Ti, Pm) 0,40 mL (400 pL)
0,08 0,14 0,11g (110 mg) Adulto de Rb 1,10 mL (1100 pL)
0,15 0,21 0,189 (180 mg) Adultos de Pme Ti 1,80 mL (1800 pL)

Considerando que 1g~ 1 mL, temos:
Ninfas de R.brethesi: 0,04 g = 0,04 ml
lg-1mL
0,04 g—x x=0,04 mL =40 pL
10 volumes = 0,04 x 10 = 0,4 mL =400 pL

Adultos de R. brethesi: 0,11 g = 0,11 ml
lg-1mL
0,11g-x x=0,11 mL =110 pL
10 volumes =0,11 x 10 = 1,1 mL = 1100 pL

Porém, decidimos aumentar o volume da solugdo de modo que cada espécime ficasse

totalmente coberto pelo tampao.

3.4. Avaliacéo da performance dos protocolos de extracao

A performance dos protocolos de extracdo testados foi avaliada através dos seguintes
parametros (Figura 3.6):

3.4.1. Concentracdo de DNA

3.4.2. Grau de pureza

3.4.3. Reagéo em cadeia da polimerase

3.4.4. Reprodutibilidade

3.4.5. Praticidade

3.4.6. Custo
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12 Protocolos
de extracao de
DNA

Parametros empregados na avaliacéo
Concentracao Grau de PCR [ Custo ] [ Praticidade ]
de DNA pureza

Reprodutibilidade]

Figura 3.6: Fluxograma de parametros. Pardmetros analisados nos 12 protocolos de extracdo

testados.

3.4.1. Concentragéo do DNA

3.4.1.1. DiluigBes do material extraido

Inicialmente as quantificacbes foram efetuadas na razdo de 1/100 de cada material
extraido (dados ndo mostrados) (Sambrook; Manniatis; Fritsch, 1989). Como nessa dilui¢do
inicial ndo conseguimos leitura ou os resultados foram negativos, fomos orientados pelo
representante do aparelho empregado na quantificagdo a concentramos mais as amostras,
realizando novas diluigdes de 1/50 e 1/25 do estoque. Também conforme recomendado pelo
representante, homogeneizamos todas as amostras diluidas passando pelo vortex (graduacdo
fraca) e empregamos uma cubeta de volume menor (100 ul) diferente do procedimento inicial,
onde, respectivamente, utilizavamos a pipeta para homogeneiza¢do e empregavamos uma

cubeta de 300 pl.
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3.4.1.2. Quantificacdo do DNA extraido

A estimativa da concentragdo de DNA das amostras extraidas foi efetuada
empregando um espectrofotdmetro (modelo: Biomate 3, marca: Thermo Electron
Corporation) a uma absorbancia de 260 nm (Sambrook; Manniatis; Fritsch, 1989; Yamada et
al., 2002). Essa quantificacdo foi rigorosamente efetuada antes de realizarmos a PCR (item
3.4.3. - Reacdo em Cadeia da Polimerase), sendo o equipamento calibrado pelo representante
através da verificacdo dos seguintes parametros: exatiddo do comprimento de onda, exatidao
fotométrica, ruido fotométrico e luz espuria.

A formula para calcular a concentracdo de DNA é: [DNA] = 50ug/ml x D X A 260,
onde D é o fator de diluicdo usado para fazer a leitura espectrofotométrica e A 26 € a leitura
obtida no comprimento de onda de 260 nm (Romano; Brasileiro, 1999).

A nossa outra opcdo seria a fluorometria, onde o DNA é tratado com um corante
especifico para DNA dupla fita, e esse corante € excitado a um comprimento de onda (365
nm) e com emissdo de 460 nm proporcional a concentracdo de DNA. Neste método o RNA e
as proteinas ndo interferem na leitura. Além desses existem outros métodos que empregam a
caracteristica da fluorescéncia em ultravioleta induzida pela intercalagdo de brometo de etideo
na dupla fita de DNA. A fluorescéncia é proporcional & concentragdo de DNA, e pode-se
determinar a quantidade de DNA em uma amostra por padrdes conhecidos em gel de agarose.
A comparagdo de fluorescéncia pode ser feita em um mini-gel, que permite também a
separacdo de DNA do RNA (Ciampi; Azevedo; Silva, 2003).

Optamos pela espectrofotometria por consistir em um método simples, rapido e com
certa precisdo; apesar de depender da qualidade e da quantidade de amostra a ser quantificada.
J& é sabido que o alto nivel de contaminacdo por proteinas, fenois, polissacarideos, alcool, ou
outros acidos nucleicos, ndo permite uma determinagdo acurada da concentracdo de DNA

através da quantificagdo por espectofotometria.

3.4.2. Avaliagdo do grau de pureza

A relacdo de absorbancia A260/A280 foi determinada para verificar a contaminagéo
por proteinas. Amostras puras de DNA apresentam valores de DO260/D0280 de 1,8 a 2.0. Se
existe contaminagdo por fendis ou proteinas, a relagdo DO serd muito menor, e a precisdo na
quantificacdo sera baixa. (Sambrook; Manniatis; Fritsch, 1989; Nicklas; Buel, 2003)

Razbes entre 1,8 e 2,0 indicam um DNA puro, enguanto razées menores indicam
contaminag&o por proteinas e maiores indicam contaminacdo por fendis (Nicklas; Buel, 2003;
Chiari; Valle; Resende, 2009).
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3.4.3 Reagéo em cadeia da polimerase

A PCR teve como objetivo complementar os dois pardmetros anteriores, pois mesmo
quando as medidas espectrofotométricas ndo revelam presenca de DNA, tem se verificado
amplificacdo bem sucedida do fragmento esperado (Barea; Pardini; Gushiken, 2004).

De todos os 12 protocolos testados foi efetuada amplificacdo de uma seqliéncia de
DNA alvo, cujo produto de amplificacdo foi comprovado através da presenca de banda em gel
de agarose corado pelo brometo de etideo (PCR qualitativa) (Sambrook; Manniatis; Fritsch,
1989; Beroldingen et al., 1989)

De algumas amostras foi efetuada a corrida em dois géis de agarose distintos. Um foi
corado pelo brometo e outro pelo Gel Red® (Gel Red® Nucleic Acid Gel Stain, nimero de
catalogo (cat number): 41001, marca Biotium). Os resultados foram comparados empregando
os dois métodos de coloragdo, mas apenas o resultado da coloracdo pelo método do brometo
foi empregado na avaliacdo das bandas dos DNAs extraidos dos 12 protocolos, visto que 0s
primeiros experimentos haviam sido realizados com este corante, além do custo mais elevado
do Gel Red®.

As etapas da PCR do DNA extraido foram realizadas em salas previamente
descontaminadas e independentes das demais, sendo uma para preparacdo dos reagentes, uma
segunda para extracdo e uma terceira para visualizacdo de produtos amplificados (Sarkar;
Sommer, 1990; Kitchin & Bootman, 1993).

3.4.3.1 Alvos de amplificacao

3.4.3.1.1 Amplificacdo do kDNA do Trypanosoma cruzi

Dos triatomineos infectados experimentalmente, empregamos oligonucleotideos para
amplificar a sequéncia de 330 pb da regido varidvel dos minicirculos de KDNA de T. cruzi de
todos os DNAs extraidos, empregando os 12 protocolos testados. A mesma amplificacdo foi
realizada das amostras de DNA extraido de triatomineos livres de infeccdo (triatomineo sem
“adicdo” de T. cruzi — controle negativo) e das culturas nas 3 dilui¢des (T. cruzi sem “adigéo”
de triatomineo — controle positivo).

Para cada reacdo de PCR foi preparado um mix nos seguintes volumes e respectivas
concentragdes iniciais: 10 pL de Gene Amp 10X PCR buffer 11 10X, 12 pL de MgCl, 25mM,
2 UL de cada dNTP (0,5 pL de dATP, dTTP, dCTP e dGTP) 10 mM, 5 pL de cada um dos
iniciadores [121 (5’-AAA TAA TGT ACG GG(T/G) GAG ATG CAT GA 3" ) e 122 (5’-
GGT TCG ATT GGG GTT GGT GTA ATA TA 3’] ambos na concentragéo de 100ng, 0,75
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pL de AmpliTag® Gold DNA polimerase (5U/pL), 7,5ul da soligdo de DNA (=10-30ng) e
agua ultra-pura para completar 100ul de solugdo final (Wincker et al.,1994).

Todos os reagentes empregados no mix foram da marca Applied Biosystems (Brasil),
com excecdo dos oligonucleotidoes. Empregamos oligonucleotidoes purificados por HPLC
sintetizados pela Empresa Invitrogen (Brasil).

Os tubos contendo as misturas de reacdo e os controles foram colocados em aparelho
termociclador GeneAmp PCR System (modelo: 9600, marca: Perkin-EImer®) que executou o
programa conforme descrito na Tabela 3.4. Este equipamento foi submetido a um diagndstico

preventivo antes de sua utilizagdo neste projeto.

Tabela 3.4: Programa para amplificagdo de KDNA de Trypanosoma cruzi. Descri¢do do programa
executado para amplificacdo de um fragmento de 330 pb da regido varidvel dos

minicirculos do KDNA do Trypanosoma cruzi (Wincker et al.,1994).

Programa Temperatura (°C) Tempo (min.) Ciclos

1 95 12 1*
98 1

2 2
64 1
9 1

3 33
65 1

4 72 10 1

5 4 60 1

* Recomendado pelo fabricante da enzima Taqg Gold® (Applied Biosystems).

3.4.3.1.2 Amplificacdo do citocromo b de triatomineo

A amplificacdo de um fragmento de 682 pb do gene mitocondrial citocromo b de
triatomineos foi realizada em 3 protocolos dos 12 testados: no protocolo de melhor
rendimento, no de pior rendimento e naquele que apresentou rendimento intermediério, tendo
como referéncia para essa gradacdo o nimero de bandas amplificadas da sequéncia alvo de T.
cruzi. Isso permitiria verificar se alvos em concentragdes diferentes, acarretaria em resultados
semelhantes ou distintos de amplificacdo, uma vez que, em cada amostra extraida dos 12

protocolos, 0 nimero de parasitas € muito menor do que das células de triatomineos.
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Os mesmos controles da extragdo utilizados na amplificacio do kDNA foram
utilizados na amplificacdo do citocromo b, sendo que as amostras de DNA extraido de
triatomineos livres de infecgdo (triatomineo sem adicdo de T. cruzi ) e das culturas nas 3
diluigdes (T.cuzi sem adicdo de triatomineo) foram respectivamente positivo e negativo.

Para cada reacdo de PCR foi preparado um mix nos seguintes volumes e respectivas
concentragdes iniciais: 5 pL de Gene Amp 10X PCR buffer 1l 10X, 6 pL de MgCl, 25mM, 5
ML de dNTPs (1,25 pL dATP, dTTP, dCTP e dGTP) 2,5mM, 5 pL de cada um dos iniciadores
[CYTB7432F (5’-GGACG(AT)GG(AT)ATTTATTATGGATC) e CYTB7433R (5'-
GC(AT)CCAATTCA(AG)GTTA(AG)TAA] ambos na concentracdo de 20 pmol, 0,5 pL de
AmpliTag® Gold DNA polimerase (5U/pL), 3 ul dasolgdo de DNA ( = 10-30ng) e agua
ultra-pura para completar 50ul de solucéo final (Monteiro et al., 2003; Pavan, 2009).

Assim como no PCR para KDNA, todos os reagentes empregados no mix foram da
marca Applied Biosystems, com excecdo dos oligonucleotideos. Empregamos
oligonucleotidoes purificados por HPLC sintetizados pela Empresa Invitrogen.

Os tubos contendo as misturas de reacdo e os controles foram colocados em aparelho
termociclador GeneAmp PCR System (modelo: 9600, marca: Perkin-EImer®) que executou o
programa conforme descrito na Tabela 3.5. Antes do inicio de todos os experimentos, este
aparelho sofreu uma revisdo preventiva, que permitiu checar as temperaturas na placa de

aquecimento e os tempos correspondentes no display.

Tabela 3.5: Programa para amplificagdo de citocromo b de triatomineo. Descrigcdo do programa
executado para amplificacdo de um fragmento de 682 pb do gene mitocondrial

citocromo b de triatomineo (Pavan, 2009).

Programa Temperatura (°C) Tempo Ciclos

1 95 12 1*

2 94 5 min 1
94 45 seg

3 48 30 seg 35
72 45 seg

4 72 10 min 1

5 4 60 min 1

* Recomendado pelo fabricante da enzima Taq Gold® (Applied Biosystems).
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3.4.3.2 Controles da PCR

O funcionamento dos componentes da mistura da PCR e do termociclador foram
monitorados através da utilizacdo de DNA extraido e purificado de T. cruzi e DNA extraido e
purificado de triatomineos (controles positivos da reacdo). Esses DNAs foram quantificados e
distribuidos em aliquotas para serem empregadas na mesma concentracdo em todos as reacfes
de amplificacdo (100ng/mL).

O aparecimento das bandas de 330 pb (alvo DNA de T. cruzi) e 682 pb (alvo DNA de
triatomineo) em gel de agarose confirmaria que a amplificagcdo ocorreu como esperada, tanto
pelo funcionamento dos reagentes da reacdo, quanto pelo funcionamento do termociclador.

Para monitorar a contaminagdo da reacdo de PCR, foi utilizado um tubo contendo o
mix da reacdo sem DNA extraido, cujo volume referente foi substituido pelo uso de &gua ultra
pura (negativo da reacgao).

3.4.3.2.1. Positivo da reagdo

e KDNA deT. cruzi

Uma aliquota de DNA total extraido e purificado de T. cruzi, fornecida pela equipe do
Laboratério Interdisciplinar de Pesquisas Médicas-IOC/FIOCRUZ, foi empregada como
controle de funcionamento da PCR.

Para cada série de reacdo de amplificacdo, efetuada em todos os protocolos, uma
aliqguota de 7,5 puL de DNA total de T. cruzi foi amplificada juntamente com as demais
amostras reconstituidas; fazendo uso do mesmo programa para a sequéncia alvo de KDNA e

com 0s mesmos reagentes empregados na reacdo de amplificacao.

e Citocromo b

Um segundo controle positivo foi utilizado na reagdo de PCR, desta vez, uma aliquota
de DNA extraido e purificado de triatomineo. Quando o produto amplificado, apds corrida em
gel de agarose, mostrasse um fragmento de 682 pb do gene mitocondrial citocromo b,
significaria também, neste caso, que a reagdo teria ocorrido como esperada. Esse DNA foi
gentilmente cedido pelo Marcio Pavan, aluno de doutorado da equipe do Dr. Fernando
Monteiro (LDP-IOC/FIOCRUZ).

Para cada série de reacdo de amplificacdo, empregando oligonucleotideos para a
sequéncia alvo de triatomineo, uma aliquota de 3uL de DNA total do vetor foi amplificada
juntamente com as demais amostras reconstituidas. Nesses PCRs foram empregados 0s

mesmos reagentes do mix e o programa para a sequéncia alvo de citocromo b (Pavan, 2009).
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3.4.3.2.2. Negativo da reagdo

Para certificar que ndo houve contaminacdo durante o preparo da mistura (mix) de
PCR, a cada série de amplificacdes foi feito um controle negativo da reacéo, que consistia na
mistura de PCR mais 7,5 pl e 3 ul de &gua ultra-pura, o correspondente ao mesmo volume

empregado de DNA extraido nas PCRs de KDNA e citocromo b, respectivamente.

3.4.3.3. Revelagdo do produto amplificado

Todos os tubos contendo DNAs extraidos dos experimentos de reconstitui¢do e seus
controles, que passaram pela etapa de amplificagdo, e mais os DNAs purificados (controle da
reacdo de PCR) foram aplicados em gel de agarose 1000 a 2% (UltraPure TM Agarose 1000%,
cat 10975035, marca Invitrogen). Assim que houve solidificacdo da agarose, o gel foi coberto
com tampao de eletroforese TBE 1X (tris, marca Gibco BRL, USA /acido bérico Ultra-Pure,
marca Gibco BRL, USA /EDTA Dehydrate, marca Sigma Chemical Company, USA) e em
cada slot aplicado 7,5 ul de produto amplificado. Foi utilizado marcador de peso molecular
@X174 Haelll (cat 15611015, marca Invitrogen). Empregamos uma cuba grande (Modelo EC
330, marca Thermo EC Midicell Primo TM) e utilizamos um pente que permitiu aplicar 40
amostras em cada corrida. As concentracOes das solugdes tampdo utilizadas na eletroforese
encontram-se descritas no Apéndice 2.

O tempo aproximado de corrida foi de 1 hora e 30 minutos a 75 V. Apds esse tempo, 0
gel foi transferido para uma nova cuba contendo 5ug/ml de brometo ddeet diluido em
tampdo TBE 1X e corado por 15 minutos sobre um misturador (Rocker Platform, modelo:
RP-50, marca: Elmeco, USA). Passado o tempo de coloracdo, o gel foi descorado por 30
minutos e logo a seguir, visualizado em transluminador com fonte de luz ultravioleta. O gel
foi fotografado, para futura analise, empregando o aparelho ImageQuant 100 acoplado a uma
camera fotografica (modelo SP 500 UZ, marca Olimpus Ed lens) e a um computador
processador Intel empregando o programa ImageQuant 100 versdo 1.01.

Conforme relatado anteriormente, alguns géis foram feitos em duplicata e corados pelo
Gel Red® Nucleic Acid Gel Stain, 3X em agua, que, segundo o fabricante, apresenta uma
resolucdo abaixo de 50ng, sendo por isso mais sensivel que a coloracdo pelo brometo. O
protocolo de coloracdo esta descrito no Product Information que vem com o produto.

A visualizagdo de uma Unica banda de peso molecular 330pb indicou a presenca de
KDNA de T. cruzi amplificado, neste caso PCR positiva (Sturm et al., 1989). Devido a
presenca de bandas com intensidade distintas em relagcdo ao controle positivo, estabelecemos
um padrdo empregando o programa ImageJ versdo 143, onde bandas com intensidade igual ou
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inferior 43367 mean (média de intensidade) foram caracterizadas como fracas. Esses dados
serdo importantes em resultados de protocolos distintos que apresentem 0 mesmo namero de

bandas amplificadas, porém com intensidades diferentes.

3.4.4. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade reflete a propriedade de um teste de gerar resultados iguais
(consistentes) quando repetidos nas mesmas amostras ou quando repetidos em amostras
diferentes, desde que estas sejam similares em termos do produto a ser identificado.

Devido & impossibilidade de realizar a extracdo das mesmas amostras, uma vez que 0
inseto foi completamente macerado e a extracdo realizada de todo este material, a
reprodutibilidade de cada um dos 12 protocolos foi testada através das amostras de R. brethesi
(4° estadio ninfal com concentraces de 10 T. cruzi) inicialmente extraidas somadas a 20
novas amostras de espécimes de R. brethesi no 4° estddio ninfal, macerados com
concentragdes de 10 ceélulas, obtidas pelo mesmo procedimento da infeccdo artificial
(experimentos de reconstituicao).

A principio a reprodutibilidade seria calculada nos pardmetros concentracdo de DNA e
grau de pureza, estimando-se o coeficiente de variagdo (Rosner, 1994) das 30 amostras
descritas acima. Entretanto, esta analise s6 foi possivel para o pardmetro concentracdo de
DNA.

3.4.5. Praticidade

Neste parametro construimos uma tabela e ponderamos os seguintes itens:
Numero de etapas;

Tempo despendido na execugéo de todo o processo de extracéo;

Tempo gasto na preparagdo dos reagentes;

vV V V V

NUmero de equipamentos necessarios.

3.4.6. Custo
Neste parametro construimos uma segunda tabela e ponderamos os seguintes itens:

» Custo por reacdo: prego dos reagentes, ponteiras e tubos;

» Custo com profissional: com relagdo ao calculo dos gastos com recursos humanos, ele
teve como base um profissional de nivel superior com especializacdo e o tempo
despendido na execucdo de todo o processo de extracdo. No tempo despendido néo

foram contabilizados intervalos superiores a 10 minutos, pois consideramos que em
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intervalos superiores o profissional poderia exercer outra atividade. Exemplo: No
protocolo 06 Vallejo et al. (1999) ndo consideramos o intervalo em que o material é
deixado na Guanidina-EDTA;
» Custo final: soma dos 2 itens anteriores.
Na avaliagdo do custo de cada protocolo, os valores foram contabilizados em délar,
cujo cambio estava em US$ 0,5590 (cotacdo em 04-03-2010).

3.5. Questionario de opinido

Foi elaborado e aplicado um questionario de opinido semi-aberto (Apéndice 3), junto
com o Dr. Guilherme Loureiro Werneck, Professor da Universidade Estadual do Rio de
Janeiro (UERJ), colaborador na analise quantitativa deste projeto, com o objetivo de
estabelecer o grau de importancia de caracteristicas basicas avaliadas quando da escolha de
um método de extracdo de DNA a partir de diferentes amostras bioldgicas.

O questionario foi enviado de forma aleatéria a dois grupos de profissionais. Um
grupo foi composto de profissionais, de institui¢des cientificas nacionais e internacionais, que
publicaram artigos em revistas indexadas, entre janeiro de 2002 e junho de 2009. O outro
grupo constituiu-se de profissionais com atividades nos laboratorios privados de medicina
diagnostica de maior destaque no Brasil. Era pré-requisito que o profissional tivesse
trabalhado com protocolos de extracdo de DNA, independente da amostra bioldgica de
procedéncia deste DNA e da seqiiéncia alvo de amplificagdo. Para a informacdo dos dez
laboratorios de maior destaque no Brasil, consultamos um diretor técnico de um laboratorio

privado e membro da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica (Apéndice 4).

3.6. Analise Estatistica

Os dados foram armazenados e processados preliminarmente em Epi Info 6.04 (Dean
et al., 2000). O desempenho dos protocolos testados foram avaliados em termos de médias,
medianas e proporc¢des referentes a cada um dos parametros analisados (p.ex., concentracao
média de DNA extraido, grau de pureza medio, proporcao de resultados adequados etc). Para
as médias e proporcdes estimaram-se intervalos de confianca de 95% para avaliar a precisao
das estimativas.

O teste exato de Fisher (Callegari-Jacques, 2003) foi aplicado nos resultados de
amplificacdo dos dois protocolos de melhor desempenho, a fim de avaliar a correlagéo entre o
namero de bandas amplificada por cada um deles. Segundo este teste estatistico, p-valores
menores que 0,05 indicam diferenca estatistica significante na identificacdo de amostras
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positivas pelos protocolos analisados. O teste exato de Fisher foi utilizado por ser mais
indicado na andlise de poucos dados, diferente do qui-quadrado.

Para verificar a presenca de diferenca estatistica na extracdo de DNA de ninfas e
adultos, empregamos o teste de diferenca de médias. Neste teste, a média aritimética obtida
pelos valores de grau de pureza de cada estadio foi comparada, resultando em um p-valor,
Diferencas foram caracterizadas por p-valores menores que 0,05. Este célculo foi realizado
em cada um dos 12 protocolos.

A reprodutibilidade foi avaliada por meio do coeficiente de variacdo. Valores
desejaveis seriam aqueles <0.2; acima de 0.3 definitivamente indicam ma reprodutibilidade e
valores entre 0.2 e 0.3 sdo considerados limitrofes.

3.7. Condic0es éticas

Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/FIOCRUZ), sob a licenca LW-13/09 (Apéndice 5), e esta de acordo com o0s
Principios Eticos no Uso de Animais, atendendo, inclusive, aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL).

Os profissionais que participaram de sua execucdo se comprometeram a obedecer
rigorosamente as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo animais,

estabelecidas no regimento interno da CEUA.
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4. RESULTADOS

4.1. Protocolos de extracdo de DNA empregados

Doze distintos protocolos de extracdo foram selecionados para avaliagdo comparativa
na presente dissertagdo. Os protocolos testados dividiram-se em duas categorias: métodos in
house e kits e/ou preparados comerciais. O resultado desta sele¢do é apresentado nos dois

itens seguintes.

4.1.1. Levantamento dos protocolos de extragéo in house

Através do levantamento bibliogréafico, realizado nos sites de busca PubMed e Scielo,
foram escolhidos oito protocolos in house. Utilizamos como critério de busca “extracdo de
DNA de espécimes de classes do filo Arthropoda” por considerar que a presenca de
polissacarideos, na composicdo estrutural dos triatomineos, artrépodes empregados como
modelo neste estudo, resultaria na selecdo de protocolos direcionados para extracdo de
amostras que apresentassem esse componente celular.

Conforme detalhado na Tabela 4.1, os 8 protocolos utilizaram estratégias distintas para
a extracdo do DNA e foram empregados em amostra biolégica de algum espécime do filo
Arthropoda. Nenhum deles ressaltou o critério de escolha do método de extracdo utilizado.

Além dos oito protocolos in house selecionados para nosso estudo, mais outros foram
encontrados nessa busca. Entre eles estdo os empregados nos artigos de Breniere et al., 1995;
Russomando et al., 1996; Machado et al., 2000; Botto-Mahan et al., 2005 e Marcet et al.,
2006, porém por executarem etapas comuns ou semelhantes com algum protocolo deste
estudo, eles foram excluidos da avaliagdo. Outro critério de exclusdo da avaliagdo foram
protocolos que realizaram as extraces de amostras coletadas em papel de filtro, uma vez que
fogem do delineamento da nossa avaliagéo.

Dos 8 protocolos in house, 4 (protocolos 02, 05, 07 e 08) utilizam tampéo de extracéo
para realizar a lise celular, enquanto apenas 2 (protocolos 01 e 04) fazem a ruptura por
método fisico do calor. Os 2 protocolos restantes, 03 e 06, associam a lise celular quimica
com a lise celular fisica (resfriamento e/ou aquecimento). Dos protocolos testados apenas 0s
n® 03, 05 e 08, efetuam a extracdo do espécime inteiro ou de partes da sua estrutura corporal,
que pode ser descrita como outra pré-etapa de lise celular, no caso, fisica (mecénica) por
maceracdo das amostras reconstituidas, com o intuito de aprimorar a liberagdo do DNA. Esse
mesmo procedimento nds adaptamos a todos os demais protocolos para ser realizado nos

N0SSOS experimentos.
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Alguns reagentes so estiveram presentes em um ou dois dos 8 protocolos in house. O
detergente anidnico SDS, foi empregado nos protocolos 05 e 07, porém ndo associado ao
acetato de potassio em altas concentracfes, que juntos promovem a precipitacdo simultanea
das proteinas e polissacarideos. A guanidina, que age na lise celular e, quando associada ao
EDTA, como conservante, s6 fez parte do protocolo 05. O B-mercaptoetanol e o CTAB, que
atuam na desnaturagdo das proteinas por reducdo das pontes dissulfeto e nos polissacarideos
respectivamente, sé estiveram presentes no tampao de lise do protocolo 08. A associagdo do
CTAB a outros reagentes é comum para potencializar a liberagdo dos componentes celulares
por lise da membrana do DNA vegetal e por isso é muito empregado nas extracdes do DNA
de planta, onde a composicao de polissacarideos é significativa. O DTT, que atua tambem
rompendo as pontes dissulfeto, foi empregado apenas em um dos protocolos, em associacéo
com outros reagentes do tampao de lise.

Os protocolos 02, 05 e 07 realizam uma etapa de digestdo enzimatica de proteinas pela
incubagdo das amostras com proteinase K.

O Tris-HCI esteve presente em todos os tampdes de lise (protocolos 02, 03, 05, 06, 07,
e 08) e o EDTA em quase todos (exce¢do do protocolo 02). Tendo o primeiro papel de
tampé&o e o outro de quelante de metais pesados.

A maioria dos protocolos (02, 04, 05, 06, 07 e 08) realiza a purificacdo das amostras,
por meio da remocdo de proteinas, por algum solvente orgéanico (fenol-cloroformio ou
cloroférmio-alcool isoamilico) e/ou com sal (NaCl).

Nenhum protocolo utiliza a purificacdo da amostra bioldgica fazendo uso do gradiente
de cloreto de césio (CsCl) ou precipitacdo com acetato de amonio, que sdo empregados para
solucionar a contaminagdo com polissacarideos.

A precipitacdo foi feita através da centrifugacdo e/ou adicdo de reagentes como o
etanol absoluto, isopropanol, acetato de sddio ou glicogénio na grande maioria dos protocolos.
Uma lavagem do precipitado com etanol 70% é empregada pelos protocolos 02, 05 e 08. O
protocolo 06 utiliza uma etapa adicional de centrifugacdo com cloroférmio saturado em agua.
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Tabela 4.1: Protocolos de extracdo in house selecionados para avaliacao experimental. Referéncia
do artigo de origem dos 08 protocolos in house selecionados e uma breve descricdo da

estratégia utilizada para a extracdo de DNA por cada protocolo.

Referéncia do artigo

Protocolo de ori Estratégia de extragao
e origem
o1 Breniere et al. Lise celular fisica (térmica) por aquecimento a 100°C; precipitacdo
1992 por centrifugacao.
Lise celular quimica pela acdo de tampdo de lise (Triton X 100 1%,
sacarose 0,32 molar, Tris HClI 10 mM pH 7.5, MgCl, 5 Mm);
Shikanai-Yasuda digestdo enzimética de proteinas com proteinase K; remogdo de
02 . A . S
et al. 1996 proteinas com solvente orgénico (fenol-cloroférmio); precipitacdo do
DNA em solugdo com etanol absoluto, acetato de sodio e glicogénio;
lavagem com etanol 70% para remocéo do excesso de sal.
Lise celular quimica pela agdo de tampdo de lise | (Triton X 100 1%,
NaCl 50 mM, Tris HCI 50 mM pH 7.4, EDTA 10 Mm pH 8.0, DTT
03 Oskam et al. 10mM); lise celular fisica pelo resfriamento, tampdo de lise Il
1996 (Triton X 100 1%, NaCl 50 mM, Tris HCI 50 mM pH 7.4, EDTA 10

Mm pH 8.0, proteinase K 200 mg/ml);  precipitacdo por
centrifugacéo.

. Lise celular fisica (térmica) por aquecimento a 100°C; remocdo de
Silber et al. ; he PR S
04 proteinas com solvente organico (fenol-cloroférmio); precipitacdo do
1997 «
DNA em solucéo com etanol absoluto.

Lise celular quimica pela acdo de tampao de lise (NaCl 0,4 M, Tris
HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 2 Mm pH 8.0); detergente (SDS 20%);
Aljanabi & Martinez  digestdo enzimética de proteinas com proteinase K; remogdo de
1997 proteinas com sal (NaCl); precipitacdo do DNA em solugdo com
isopropanol; lavagem com etanol 70% para remocdo do excesso de

sal.

05

Lise celular quimica pela acdo de guanidina (guanidina- HCI
6M/EDTA 0,2 M pH 8,0, tamponada com Tris-HCI); lise celular
Vallejo et al. fisica (térmica) por aquecimento a 100°C; remocéo de proteinas com
1999 solvente organico (fenol-cloroférmio); remocdo do excesso de
solvente organico com cloroformio; precipitacdo do DNA em solucéo

com etanol absoluto e acetato de sddio.

06

Lise celular quimica pela a¢do de tampdo de lise (NaCl 150 mM, Tris
HCI 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM, SDS 0,1%) digestdo enzimatica de
Hamano et al. ! - . N p
07 proteinas com proteinase K; remocgdo de proteinas com solvente
2001 A AT T N
organico (fenol-cloroférmio); precipitacdo do DNA em solucdo com
etanol absoluto e acido acético.

Lise celular quimica pela acdo de tampéo de lise (NaCl 1,4 M, Tris
HCI 100 mM pH 8.0, EDTA 20 mM, CTAB 2%, B-mercaptoetanol

08 Desloire et al. 0,2%) remogdo de proteinas com solvente organico (cloroférmio/
2006 alcool isoamilico); precipitagdo do DNA em solugdo com
isopropanol; lavagem com etanol 70% para remocdo do excesso de

sal.
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A figura 4.1 resume esquematicamente as etapas de extracdo dos 8 protocolos in house.

Protocolo
01

Inicio da
extracio

Protocolo
02

Protocolo
08 Maceracao

Lise fisica
Lise quimica
Digestio de proteinas

Protocolo
03

Protocolo

07 Remocio de proteinas
Remocao de solvente
orginico

Precipitacao
Protocolo
04

Protocolo
06

J0 BRONNC

Remocao desal

Protocolo

s Final da

extracio

Figura 4.1: Estratégia de acdo dos protocolos in house. Ordem do procedimento técnico seguido

para a extragdo de DNA segundo os 8 protocolos in house selecionados.

Cinco dos 8 protocolos in house tinham como alvo de amplificagdo o DNA do T. cruzi,
sendo que em 3 deles o alvo de amplificagcdo foi uma seqiiéncia de KDNA e nos outros 2 o
DNA nuclear. Em todos os casos, a amostra bioldgica utilizada na extracdo consistiu em fezes
de triatomineos (Tabela 4.2).

Assim como no presente estudo, os protocolos 03 e 08 realizaram extragdo a partir de
espécimes de artropodes, respectivamente simulideo e &caro. Entretanto, o alvo de
amplificacdo ndo foi 0 mesmo. Enquanto o protocolo 03 amplificou DNA de Onchocerca
volvulus, no protocolo 08 o alvo de amplificagdo foi gene mitocondrial de Dermanyssus
gallinae.

Diferentemente dos outros protocolos, 0 DNA extraido pelo protocolo desenvolvido por
Aljanabi & Martinez (protocolo 05) n&o foi empregado na PCR. A extracdo foi realizada em
amostras de planta, micélio, camardo e gafanhoto e 0 DNA extraido foi diretamente aplicado
em gel de agarose para atestar a funcionalidade do método.
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Tabela 4.2: Amostra e alvo de amplificagdo. O artigo cientifico de origem, a amostra bioldgica

utilizada no processo de extracdo e o0 respectivo alvo de amplificacdo empregado

originalmente em cada protocolo in house selecionado.

Protocolo

Amostra extraida

Alvo de amplificacdo

8.

. Breniere et al. 1992

. Shikanai-Yasuda

et al. 1996

. Oskam et al. 1996

. Silber et al. 1997

. Aljanabi &

Martinez 1997

. Vallejo et al. 1999

. Hamano et al. 2001

Desloire et al. 2006

Fezes de Triatoma infestans
e sangue humano

Fezes de Triatoma infestans

Espécimes de Simulium ochraceum e
Simulium metallicum

Fezes de triatomineo
e sangue humano

Folha de planta, micélio, masculo de
camardo e musculo de gafanhoto

Material fecal e hemolinfa de Rhodnius

prolixus e sangue de camundongo

Fezes de Triatoma infestans

Espécimes de 4caros de aves

Minicirculo do kDNA de
Trypanosoma cruzi

DNA nuclear de Trypanosoma
cruzi

DNA de Onchocerca volvulus

DNA nuclear de Trypanosoma
cruzi

Minicirculo do kDNA de
Trypanosoma cruzi

Minicirculo do kDNA de
Trypanosoma cruzi

Gene mitocondrial 16S rRNA de

Dermanyssus gallinae

*Néo foi realizada amplificagdo das amostras no protocolo de Aljanabi & Martinez (1997). Os autores aplicaram

as amostras extraidas diretamente em gel de agarose para verificar a funcionalidade do método de extracao.

diferentes kits comerciais.

4.1.2. Levantamento dos kits de extracéo

Um segundo levantamento bibliogréafico foi realizado, desta vez para a escolha de trés

Este novo levantamento consistiu na busca de artigos cientificos publicados entre

janeiro de 2002 e junho de 2009, nas trés bases de dados utilizadas — PubMed, Lilacs e Scielo.

O levantamento forneceu 1185 artigos para andlise (Grafico 4.1). PubMed foi a base de dados

que forneceu o maior nimero de artigos no levantamento geral (993 artigos) e o descritor

com o maior nimero de publicagdes foi 0 “Trypanosoma cruzi PCR” (509 artigos).

52



J 356

Trypanosoma cruzi PCR 100
53
8
Trypanosoma cruzi PCR extraction : 0
0

DNA extraction kit 9
12
9
8

J 364

J 273

Kit DNA extraction

| PubMed m Lilacs lScie\o|

Grafico 4.1: Artigos por base de dado e descritor. Quantidade de artigos obtidos em cada base de

dados utilizada segundo cada um dos quatro descritores empregados.

Deste total de1185 artigos, uma parte ndo foi analisada, pois o tema nédo se relacionava
diretamente com a nossa abordagem de extracdo, como, por exemplo, artigos que utilizam
tecido parafinado como amostra bioldgica, trabalnam com RNA, utilizam somente métodos
de extragdo in house, etc.

A partir da analise dos artigos relevantes ao tema almejado, verificamos um grande
namero de repeticdes dos artigos quando diferentes bases de dados eram usadas, ou mesmo
guando descritores distintos foram aplicados (Tabela 4.3).

Todos os artigos obtidos na primeira busca (Base de dados: PubMed; descritor: kit
DNA extraction) foram analisados, com excecdo dos descartados. Na segunda busca (Base de
dados: PubMed; descritor: DNA extraction kit) somente foram analisados os artigos que
fossem relevantes e que ndo fossem comuns a busca anterior. Este procedimento foi realizado
nas buscas subsequentes, com o intuito de descartar artigos ja analisados nas buscas

anteriores.

Tabela 4.3: Artigos comuns as bases de dados. Numero de artigos analisados, comuns as buscas

realizadas e de artigos néo repetidos em cada busca.

Busca Base de dado Descritor Total de artigos  Artigos comuns as  Total de artigos

analisados buscas anteriores n&o repetidos

12 PubMed kit DNA extraction 186 - -

22 PubMed DNA extraction kit 205 196 9

3 PubMed Trypanosoma cruzi PCR extraction 3 2 1

42 PubMed Trypanosoma cruzi PCR 53 1 52
52 Scielo kit DNA extraction 9 9 0
6° Scielo DNA extraction kit 9 9 0
7 Scielo Trypanosoma cruzi PCR extraction 1 0 1
82 Scielo Trypanosoma cruzi PCR 8 6 2
9 Lilacs kit DNA extraction 8 2 6
10° Lilacs DNA extraction kit 8 8 0
112 Lilacs Trypanosoma cruzi PCR extraction 0 0 0
122 Lilacs Trypanosoma cruzi PCR 8 8 0
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Dentre um total de 63 fabricantes, os kits da empresa Qiagen foram os mais citados em
todo o levantamento, totalizando 45% das citagdes (Grafico 4.2); sendo também o referido

fabricante com o maior nimero de kits comercializados (45 kits) que s&o utilizados pelos

autores dos artigos resultantes do levantamento.

m QIAGEN
ERoche
¥ Bio Rad
= MO Bio
B Promega
= Gentra Systems
B Qbiogene
B Epicentre
= Invitrogen
45% B BIO 101
® Omega bio-teck
= Macherey-Nagal
= Amersham Pharmacia
= GE Healthcare
Biomérieux
¥ Biozym Diagnostics
Chemagen
Takara Bio
Applied Biosystems
GIBCO
Molecular Research Center, Inc. (DNAzol)
7% 7% QOutros

Gréfico 4.2: Fabricantes de kits mais citados em nosso levantamento bibliogréfico. Representacdo
grafica das empresas fabricantes de kits comerciais de extragdo de DNA mais citadas no
levantamento bibliogréfico e suas respectivas porcentagens de utilizacdo pelos autores

dos artigos analisados.

Através de uma anilise sistematica, verificamos que o QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen) foi o kit significativamente mais empregado nos dois primeiros critérios de sele¢do
(1°- kit mais citado; 2°- kit mais empregado em comparacdo de métodos de extragdo), sendo o
segundo mais citado no terceiro critério, “kit mais utilizado na extragdo a partir de artropodes”
(Gréfico 4.3). Por ter sido o mais citado foi selecionado pelo primeiro critério.

Para o critério “kit mais empregado em comparacdo de métodos de extracdo”,
partimos para o segundo kit mais citado, ap6s o QlAamp DNA Mini Kit, que foi o0 QlAamp
DNA Stool Mini Kit, também da Qiagen.

DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) foi o kit com mais citagdes para o terceiro
critério (“kit mais utilizado na extracdo a partir de artropodes”). Entretanto, DNeasy Blood
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and Tissue Kit utiliza a mesma tecnologia de extragdo que QlAamp DNA Mini Kit,
diferenciando apenas pelo tipo de amostra para o qual cada kit é sugerido. Assim, optamos
pelo terceiro kit mais citado, o Quantum Prep Aquapure Genomic DNA Isolation Kit
(BioRad), visto que o segundo foi o0 QlAamp DNA Mini Kit, ja selecionado pelo primeiro
critério. Porém, o kit Quantum Prep Aquapure Genomic DNA Isolation Kit foi descontinuado.
Por sugestdo do fabricante, substituimos o mesmo por Instagene Matrix (Bio-Rad).

2 QuantumPrep Aquapure Genomic Isolation Kit
QlAamp DNA Mini Kit
4 DNeasy Blood and Tissue Kit

kits mais utilizados na extra¢do a partirde
artropodes

9 DNeasy Blood and Tissue Kit
QlAamp DNA Stool Mini Kit
21 QlAamp DNA Mini Kit

kits mais empregados em comparagdo de
métodos de extracdo

QlAamp DNA Stool Mini Kit
DNeasy Blood and Tissue Kit
38  QlAamp DNA Mini Kit

Kits mais citados no levantamento geral

Terceiro maiscitado M Segundo maiscitado M Primeiro mais citado

Gréfico 4.3: Kits mais citados segundo os trés critérios de selecdo. Organizagdo dos 03 kits mais
empregados dentro de cada critério de sele¢do, discriminando o nimero de artigos em

que cada kit foi utilizado.

Apos todas as consideracdes, selecionamos 03 Kits comerciais a serem testados,
segundo cada critério de selecdo empregado, sendo eles: QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)
para o0 1° critério (levantamento geral), QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen) para o 2°
critério (artigos de comparacdo de métodos de extracdo) e Instagene Matrix (Bio-Rad) para o
3° critério (artigos que realizam extracdo a partir de artropodes). A Tabela 4.4 descreve o
principio de ac&o e os tipos de amostras que sdo recomendadas para cada kit.

O DNAzol Reagent foi 12° protocolo escolhido. Este preparado comercial é muito
utilizado em extragdes de DNA de protozoarios e também obteve um bom nimero de citacbes
no critério 3, extragdo a partir de artrépodes, sendo este comercializado por 02 fabricantes
distintos (Gréfico 4.4).
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494 4% 9%

4% 4%
4%

9%

4% 9%

B QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) B DNeasy Tissue Kit (Qiagen)
B QIAamp DNA Exfraction Kit (Qiagen) B Dneasy Purification System kit (Qiagen)
B DNeasy kit (Qiagen) B Puregene DNA Purification Kit (Gentra Systems)
B Nucleon DNA Extraction (Amersham Pharmacia) B Quantum Prep Aquapure Genomic DNA Isolation Kit (Bio-Rad)
¥ Chelex-100 (Bio-Rad) B EZNA Kit (Omega Bioteck)
EDNAzol Reagent (Gibco) B NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagal)
M NucleoSpin blood QuickPure Kit (Macherey-Nagal) ® Charge-Switch gDNA Tissue Kit (Invitrogen)

DNAzol (Invitrogen) B Gentra Puregene TM tissue kit (Biozym Diagnostics)
M PrepGEM (ZyGEM) Maestro Genomic Kit (Eurobio-Labtek)

Gréfico 4.4: DNAzol Reagent. Porcentagem de citaces do preparado comercial DNAzol Reagent,
segundo o critério de selecdo “kit mais utilizado na extracdo a partir de artropodes”.
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Tabela 4.4: Amostra bioldgica recomendada e fundamento de acé@o dos kits testados. Descricao
dos tipos de amostras recomendadas para emprego de cada um dos 03 kits selecionados e

do modo de funcionamento dos mesmos na obtencdo do DNA.

Kit de extragéo
Tipo de amostra QIlAamp DNA Stool QIlAamp DNA Mini Kit Instagene Matrix
Mini Kit (Qiagen)* (Qiagen)** (BioRad)***

Sangue total
Plasma
Soro
Leucdcito
Linfdcito
Mancha de sangue seco
Fluidos corporais
Swabs
Tecido
Células de cultura

Tecido animal

Bactéria

Fezes

(Detecgdo de patdgenos)
Fezes

(Andlise de DNA humano)

0/ Tipo de amostra recomendada pelo fabricante para extragdo com o kit

*Utiliza tampdo de lise que promove a ruptura da membrana e expde o &cido nucléico. Este se ligara a
membrana da coluna por afinidade, promovendo uma separacéo dos componentes, fundamento da cromatografia.
A remocdo dos contaminantes é feita empregando tampdes de lavagem, sendo o DNA obtido através da
utilizacdo de tampao para elui¢do. Adicionalmente, o Stool Mini Kit emprega o InhibitEX Tablets, que tem como

finalidade remover inibidores da PCR e substancias que comprometem a integridade do DNA.

**Assim como o QlAamp DNA Stool Mini Kit, este kit também utiliza tampdo de lise para ruptura da membrana
e exposicdo do &cido nucléico, que também se ligard a membrana da coluna por afinidade, promovendo uma
separacdo dos componentes, fundamento da cromatografia. A lavagem com tampdo é também empregada para a
remogdo dos contaminantes € 0 DNA ¢é obtido por elui¢do com tampdo. A diferenca é que o Stool Mini Kit

emprega o InhibitEX Tablets, componente ausente nas extra¢des com o QlAamp DNA Mini Kit.

***Q InstaGene Matrix consiste em uma solucdo com esferas microscopicas as quais os cations divalentes, que
atuam como catalizadores de enzimas na degradacdo da sequencia do DNA, ligam-se. A ruptura da membrana
celular é promovida por uma simples etapa de fervura na presenca da matriz. O produto da lise, que interfere no
processo de amplificacdo pela PCR, é adsorvido pelas esferas. Diferente da membrana, as esferas apresentam

maior area de superficie, possibilitando a ligacdo de um maior nimero de moléculas.
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As referéncias e as estratégias utilizadas pelos 03 kits selecionados e pelo DNAzol

Reagent podem ser visualizados na Tabela 4.5.

Assim como os protocolos in house, os kits e 0 DNAzol Reagent foram testados com as

amostras reconstituidas de triatomineo com macerado de tubo digestivo. Estes resultados

também foram avaliados segundo parametros previamente estabelecidos.

Tabela 4.5: Protocolos dos kits e preparado comercial selecionados para avaliagdo. Referéncia

dos kits e do DNAzol Reagent e uma breve descricdo da estratégia utilizada para a

extracdo de DNA por cada protocolo.

Referéncia do

Estratégia de extragao

Protocolo kit/preparado comercial
QlAamp DNA Stool Mini Kit
09 Marca Qiagen
Cat. 51504
QlAamp DNA Mini Kit
10 Marca Qiagen

Cat. 51306

InstaGene Matrix
11* Marca Bio-Rad
Cat. 732-6030

DNAzol Reagent
12 Marca Invitrogen
Cat. 10503-27

Lise celular quimica pela acdo de tampdo de lise; remocdo de
inibidores pela adsorcdo em matriz de InhibitEX; digestdo
enzimatica de proteinas com proteinase K e tampdo AL;
precipitacdo do DNA em solugdo com etanol absoluto; ligagdo do
DNA em coluna de silica; remocéo de inibidores pela lavagem com
tampdes AW1 e AW2, eluicdo do DNA ligado a coluna com tampéo
AE.

Lise celular quimica pela acdo de tampdo de lise e tampdo ATL;
digestdo enzimatica de proteinas com proteinase K e tampdo AL;
precipitacdo do DNA em solugdo com etanol absoluto; ligagdo do
DNA em coluna de silica; remocéo de inibidores pela lavagem com
tampdes AW1 e AW2, eluicdo do DNA ligado a coluna com agua
ultra-pura.

Lise celular quimica pela acdo de PBS; lise celular fisica (térmica)
por aquecimento a 100°C; ligacdo dos inibidores a resina formada
pelo InstaGene Matrix; inativacdo térmica de enzimas que degradam
DNA,; precipitacdo da matriz ligada a inibidores pro centrifugacéo.

Lise celular quimica pela acdo de DNAzol; precipitagdo do DNA em
solucdo com etanol absoluto; lavagem com etanol 75% para
remocédo do excesso de sal.

* Utilizado em substituicdo ao Quantum Prep Aquapure Genomic DNA Isolation Kit (Marca BIO-RAD, cat.

732-6340), uma vez que este foi descontinuado. O prdprio fabricante sugeriu 0 emprego do InstaGene Matrix em

substituicdo ao kit descontinuado.
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A figura 4.2 resume esquematicamente as etapas de extracdo dos kits e preparado

comerciais.

Inicio da

Protocolo extraciio
09

Maceracsio
Lise fisica
Lise quimica

Adsorciio de inibidores

Protocolo em mairiz

10

Protocolo

12
Digestiio de proteinas

Ligaciio de DNA em
coluna de silica

Remocio de inibidores

Eluicdio do DNA

Precipitacsio
Protocolo
11

JNCON BE BRARCO

Remociio de sal

Final da
extracio

Figura 4.2: Estratégia de acéo dos Kits e preparado comerciais. Ordem do procedimento técnico

seguido para a extracdo de DNA segundo os Kits e preparado comerciais.

4.2. Avaliacdo do desempenho dos protocolos de extracéo

A avaliacdo da performance de cada um dos 12 protocolos testados foi realizada
através da analise de parametros previamente definidos. Cada pardmetro teve por finalidade
analisar caracteristicas intrinsecas ao método, evidenciando a eficiéncia segundo cada item.

Os parametros avaliados foram estabelecidos de acordo com as caracteristicas de
maior importancia na escolha de um método de extragdo, de modo que os resultados obtidos
sejam satisfatorios, confiaveis e reprodutiveis.

Concentracdo de DNA extraido, grau de pureza do DNA obtido e amplificacdo da
regido variavel do minicirculo de kDNA de T. cruzi pela PCR, reprodutibilidade, praticidade
e custo foram avaliados, dentro de cada protocolo testado, com o intuito de identificar o
metodo de extracdo mais eficiente na busca do DNA de um protozoario em amostras de seu

vetor de transmissdo. A obtencdo de um DNA de qualidade (puro e recuperado na sua
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totalidade) deveria ser a meta principal de todo protocolo de extracdo elaborado, pois,
independente dos estudos moleculares, essa etapa tem importancia no que diz respeito a
capacidade de um método de biologia molecular em identificar amostras positivas, sem a

ocorréncia de resultados falso-positivos.

4.2.1. Concentracao de DNA

Para avaliar a concentragdo de DNA obtido pela extracdo dos protocolos testados, foi
realizada a quantificacdo, através de espectrofotdmetro, de cada amostra extraida.

A Tabela 4.6 apresenta a média de concentracdo resultante das amostras extraidas por
cada protocolo (em exemplares de ninfas de 4° estadio e adultos), de acordo com as diluicbes
de 1, 10 e 100 células de T. cruzi.

Além da média aritmética, valores de mediana e intervalo de confianca de 95%
(1C95%) também s&o relatados.

A média foi calculada entre as 15, 10 e 10 amostras testadas para as dilui¢ces de 1, 10
e 100 células de T. cruzi, respectivamente, com a finalidade de representar o valor médio de
concentracdo de DNA obtido em cada protocolo.
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Tabela 4.6: Andlise da concentracdo de DNA. Média, mediana e intervalo de confianca 95% (1C95%) obtidos a partir da estimativa, em espectrofotbmetro, da

concentragdo de DNA (pg/mL).

Estég_io Diluicio  Andlise Protocolos
evolutivo 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
1 parasita Mediana -46,43 0,41 0,37 0,22 1,95 2,45 1,35 10,93 0,35 0,28 0,28 0,41
(15 Média -53,32 0,40 1,82 0,22 3,03 6,05 1,04 11,93 0,47 0,32 4,76 0,46

amostras) |C9596*  27,60-102,57 0,32-0,49 0,04-360 0,22-066 1,56-451 2,10-10,00 0,79-1,77 6,41-17,45 0,17-0,77 0,23-0,41 -7,49-22,24 0,33-0,60

10 Mediana -31,24 0,27 0,28 0,12 2,00 4,89 0,79 5,47 0,29 0,20 0,07 0,46

Ninfa 4° parasitas .
estadio (10 Média -56,00 0,31 0,52 0,27 2,03 5,68 0,84 7,17 0,29 0,25 0,31 0,80

amostras) 1C95% -0,36-111,86 0,16-0,47  0,16-0,81 -0,07-0,67 1,34-2,72 3,12-824 0,61-1,79 3,03-11,31 0,23-0,35 0,10-0,39 -0,04-0,84 0,25-1,35

100 Mediana ~ -154,68 0,50 0,83 0,13 0,54 1,27 1,24 10,38 0,41 0,28 -0,32 0,39
P Media 158,15 0,61 1,38 0,12 1,10 2,85 0,69 12,40 0.54 0.33 035 0.45

amostras) 1C95%  -455,23-646,52  0,22-1,00 0,07-3,01 0,08-0,32 0,10-2,11 0,36-534 0,96-191 4,18-20,61 0,30-0,78 0,18-0,48 0,02-0,51  0,30-0,61

1 parasitaMediana 93,13 49,35 0,35 1,47 8,18 3,63 2,61 24,31 0,84 031 0,02 0,36
(15  Média 477 37,99 0,56 2,29 7,60 5,08 1,99 28,33 1,02 0,33 1,46 0,48
amostras) |c950  90,42-268,20 37,80-72,21 0,02-1,52 1,23-335 5,77-11,93 252-7,65 1,87-7,03 18,91-37,75 0,67-1,36 0,25-040 0,11-802  0,30-0,66

10 Mediana 41,03 25,36 021 2,30 8,48 7,98 3,02 27,17 1,26 0,39 0,63 0,42
Adulto paras(;tas Média 41,03 25,36 0.21 2,30 8,48 7,98 3,02 27,17 1,26 0,39 0,63 0,42

amostras) 1C95%  36,50-374,68 13,78-6508 -0,48-229 1,36-591 6971296 5024-1339 2,16-481 13575163 082-177 012-1,10 043113 0,21-1,09

109 Mediana -60,96 28,27 0,27 1,14 11,10 3,22 0,92 29,96 1,27 0,40 -0,90 0,61
para%tas Meédia 112,27 43,74 1,12 1,45 8,77 3,77 2,11 39,54 1,44 0,35 -0,41 -0,97
amostras) 1C95%  73,89-24514 7577990 -1,01-355 0,81-209 6,57-19,81 219534 0,88-527 22,00-57,08 0,87-1,99 0,25-0,46 -28,34-33,85 0,44-1,25
*Intervalo de confianga de 95% (1C95%) - faixa de variagdo dos valores esperados num experimento com um determinado protocolo e diluicéo.

61




Para completar a analise, calculamos a mediana, segundo 0 mesmo procedimento
adotado para a média. A vantagem da mediana em relacdo & média € que aquela ndo é tdo
sensivel aos dados. Enquanto os valores de média podem variar muito entre os protocolos,
dependendo do intervalo entre 0 menor e o maior valor, a mediana nao € influenciada pelos
valores extremos, ja que considera o valor central.

Quando os valores de média aproximam-se da mediana constata-se uma distribuigcdo
de dados simétrica, o que indica que a variacdo entre os dados obtidos é minima. Este caso
pode ser observado em quase todos os protocolos, indicando que a extracdo ndo teve grande
variagédo entre as amostras.

A maioria dos protocolos apresentou média maior que a mediana, ou seja, apresentam
valores que sdo0 muito maiores que os restantes. O protocolo 07, entretanto, apresenta um
maior nimero de médias mais baixas que a mediana (observagbes muito menores que as
restantes).

Os valores de média e mediana obtidos nas extragdes de 10 parasitas em amostras de
adultos sdo idénticos, mostrando que hd uma distribuicdo simétrica entre os dados de
concentragéo.

O intervalo de confianca de 95% indica que a maior parte dos resultados encontra-se
dentro da faixa esperada, com excecdo do protocolo 01, no qual apenas os valores da
concentracdo de 1 célula de T. cruzi nas amostras de adultos correspondem a faixa de variagao
desta diluicdo.

4.2.2. Grau de pureza

O grau de pureza das amostras foi estimado por uma medida espectrofotométrica, que
consistiu no calculo da relacdo entre os valores obtidos para DNA (filtro de 260 nm) e
proteina (filtro de 280 nm). Neste caso, amostras cujos valores encontram-se entre 1,8 e 2,0
foram consideradas puras.

A media, a mediana e o intervalo de confianca de 95% (1C95%) sdo apresentados na
Tabela 4.7. Além dos valores citados anteriormente, para este parametro foi calculada a

porcentagem de valores entre 1,8 e 2,0.
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Tabela 4.7: Analise do grau de pureza do DNA. Porcentagem dos valores entre 1,8 e 2,0, média, mediana e intervalo de confianga 95% (1C95%) obtidos a partir
da estimativa, em espectrofotdmetro, da relacdo de pureza do DNA.

Estagio Diluigio Anilise Protocolos
evolutivo 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
%1,8-2,0* 0 13% 0 0 0 7% 0 27% 13% 0 0 0
1 parasita Mediana 0,51 1,40 0,69 1,00 1,57 1,45 1,07 1,68 1,50 1,14 0,51 1,18
(15 amostras) Média 0,59 1,47 0,75 1,21 1,56 1,52 1,02 1,63 1,46 1,15 0,56 1,23
IC95%** 0,51-0,66 1,31-1,63 0,68-0,82 0,66-1,77 1,52-1,61 1,41-1,62 0,86-1,18 1,46-1,80 1,29-1,62 1,08-1,22 0,47-0,65 1,13-1,33
%1,8-2,0 0 10% 0 7% 0 10% 0 30% 10% 0 0 0
Ninfa 4° 10 parasitas Mediana 0,53 1,39 0,68 0,99 1,34 1,58 0,83 1,56 1,37 1,20 0,64 1,09
estadio (10 amostras) Média 0,56 1,46 0,71 1,00 1,35 1,59 0,92 1,56 1,47 1,19 0,64 1,11
1C95% 0,48-0,64 1,30-1,62 0,65-0,77 0,61-1,39 1,29-1,40 1,49-169 0,67-1,17 1,27-1,85 1,31-1,64 1,10-1,28 0,57-0,72 1,05-1,16
%1,8-2,0 0 0 0 10% 0 0 0 30% 10% 7% 0 0
100 parasitas Mediana 0,48 1,37 0,76 1,25 1,21 1,44 1,12 1,57 1,34 1,19 0,50 1,14
(10 amostras) Média 0,52 1,35 0,77 1,48 1,29 1,37 1,03 1,49 1,41 1,27 0,57 1,15
1C95% 0,44-0,59 1,20-1,50 0,66-0,87 0,89-2,06 1,10-1,47 1,19-154 0,73-1,33 1,16-1,81 1,23-1,58 1,07-1,48 0,46-0,69 1,09-1,21
%1,8-2,0 0 0 0 0 7% 7% 0 27% 20% 0 0 0
1 parasita Mediana 0,64 1,16 0,66 1,38 1,59 1,66 1,19 2,04 1,50 1,20 0,55 1,09
(15 amostras) Média 0,66 1,00 0,65 1,32 1,41 1,59 1,23 1,95 1,53 1,25 0,64 1,11
1C95% 0,56-0,76 0,85-1,15 0,60-0,70 1,21-1,44 1,16-1,65 1,49-1,70 0,71-1,75 1,84-2,07 1,36-1,66 1,17-1,34 0,52-0,75 1,07-1,16
%1,8-2,0 0 20% 0 10% 20% 20% 0 20% 20% 0 0 0
10 parasitas Mediana 0,55 1,13 0,63 1,37 1,60 1,75 0,84 1,85 1,58 1,22 0,67 1,17
Adulto (10 amostras)  Média 0,64 1,32 0,65 1,29 1,52 1,70 0,86 1,77 1,60 1,24 0,73 1,28

1C95% 0,49-0,80 1,04-159 0,58-0,73 1,01-1,56 1,32-1,71 1,57-1,83 0,61-1,11 1,55-1,99 1,45-1,75 1,11-1,38 0,58-0,87 1,05-1,50

%1,8-2,0 0 0 0 0 50% 10% 0 30% 20% 10% 0 0
100 parasitas ~ Mediana 0,54 1,27 0,67 1,31 1,81 1,67 0,69 1,88 1,76 1,20 0,51 1,12
(10 amostras) ~ Média 0,58 1,27 0,69 1,27 1,57 1,61 0,85 1,75 1,66 1,25 0,55 1,04

1C95% 0,49-0,68 1,11-1,42 0,61-0,77 1,17-1,37 1,16-1,99 1,49-1,75 0,44-125 1,48-2,01 1,49-1,83 1,05-1,45 0,42-0,69 0,77-1,31
*Porcentagem relativa ao nimero de amostras que apresentaram resultados dentro da faixa ideal de pureza estabelecida como entre 1,8 e 2,0.

**|ntervalo de confianca de 95% (1C95%) - faixa de variacdo dos valores esperados num experimento com um determinado protocolo e dilui¢do.
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Verificamos que o protocolo 08 apresenta as maiores porcentagens de valores entre
1,8 e 2,0, indicando ser o protocolo que gera um maior niumero de amostras livres de
proteinas, em relacdo aos demais 11 protocolos testados. O protocolo 09 (QlAamp DNA Stool
Mini Kit) foi o segundo protocolo com as maiores porcentagens de valores entre 1,8 e 2,0.
Apesar das porcentagens deste kit corresponderem a valores de 20% ou menos, amostras
puras foram obtidas em ambos os estddios empregados, assim como nas trés diluicbes de
parasitas.

Por outro lado, os protocolos 01, 03, 07, 11 e 12 foram 0s que obtiveram 0s piores
desempenhos, visto que nenhuma amostra extraida por eles apresentou valor dentro da relacéo
desejada.

Os demais protocolos (02, 04, 05, 06 e 10) tiveram resultados intermediarios, com
valores de porcentagem de 20% ou menos, porém com nenhuma amostra pura em algumas
diluigdes.

A andlise comparativa entre os valores de média e mediana do grau de pureza indica
uma distribuicdo simetrica, tanto nos diferentes estadios, quanto nas 03 diluices.

De acordo com o 1C95% calculado, é possivel notar que apenas 03 ocorréncias
englobam os valores desejados: protocolo 04 (ninfas; diluicdo de 100 parasitas) e protocolo 08
(adulto; diluigdes de 1 e 100 parasitas).

Os demais resultados de 1C95% n&o compreendem a faixa de grau de pureza desejada.
Entretanto, o protocolo 08 € o que mais se aproxima desses resultados, nas diluicdes de 1, 10
e 100 parasitas em ninfas e 10 parasitas em adultos.

O p-valor foi calculado para demonstrar se houve diferenga significante no grau de
pureza obtido na extracdo entre os dois estadios evolutivos. Essa diferenca pode ser observada
nos protocolos 01, 02, 03, 06, 08 e 09 (Tabela 4.8).
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Tabela 4.8: Analise comparativa entre estadios evolutivos. Teste de diferenca de médias para

verificar diferencas estatisticamente significativas entre ninfa e adultos, desconsiderando

a diluicdo.
Protocolo Média de ninfas Média de adultos p-valor*
01 0,56 0,64 0,04
02 1,43 1,17 <0.01
03 0,74 0,66 <0.01
04 1,23 1,30 0,63
05 1,42 1,48 0,43
06 1,50 1,63 <0.01
07 1,00 1,02 0,88
08 1,57 1,84 <0.01
09 1,45 1,58 0,03
10 1,20 1,25 0,26
11 0,59 0,64 0,25
12 1,17 1,14 0,51

*p-valor <0.05 indica os protocolos em que a diferenca entre amostras de ninfas e adultos foi significante do

ponto de vista estatistico.

4.2.3. Reagéo em cadeia da polimerase

Outro parédmetro de sensibilidade avaliado foi a capacidade de um protocolo em
amplificar uma sequéncia de 330 pb da regido variavel do minicirculo de KDNA de T. cruzi.
A referida amplificacdo foi obtida pela técnica da PCR, apds extracdo segundo os 12
protocolos testados.

Como resultado desta avaliagdo, as amostras extraidas e amplificadas foram aplicadas
em géis de agarose, para verificacdo da presenga/auséncia de bandas.

Cada gel foi composto por um marcador de peso molecular seguido do controle da
reacdo, controle negativo de triatomineo, controles positivos de 1, 10 e 100 parasitas, 13
amostras da diluicdo de 1 parasita, 10 amostras da diluig&o de 10 e 10 amostras da diluicdo de
100. No ultimo slot foi aplicado o controle positivo de DNA purificado de T. cruzi.

Devido ao tamanho do gel, apenas 13 amostras da diluicdo de 1 parasita foram
aplicadas nos géis. As amostras 14 e 15 foram aplicadas em um gel a parte, para verificacéo
da presenca/auséncia de bandas.

As fotografias dos géis contendo os perfis eletroforéticos dos protocolos de pior e
melhor rendimento, além daquele com rendimento intermediario, podem ser visualizadas nas
Figuras 4.3 a 4.9.
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M CR C-C1C2C31A1B1C 1D 1E1F1G1H 11 1) 1K 1L 1M 2A2B2C 2D 2E 2F 2G2H 21 2) 3A 3B 3C 3D 3E 3F 3G 3H 3l 3] C+

330

Figura 4.3: Gel de ninfas de Rhodnius brethesi do Protocolo 01. Perfil eletroforético em gel de
agarose 1000 2% dos produtos da PCR de um fragmento de 330 pares de bases da regido
variavel do kDNA do Trypanosoma cruzi, obtidos apds extracdo de amostras de ninfas
de 4° estadio de Rhodnius brethesi pelo Protocolo 01 (modificado de Breniere et al.,
1992), amplificacdo pela PCR e corrida eletroforética. M: Marcador de peso molecular
@X174 Haelll; CR: Controle da reagdo; C-: Controle negativo; C1: Controle positivo de
cultura de 1 parasita; C2: Controle positivo de cultura de 10 parasitas; C3: Controle
positivo de cultura de 100 parasitas; 1A-1M: Amostras de 1 parasita (13 amostras); 2A-
2J: Amostras de 10 parasitas (10 amostras); 3A-3J: Amostras de 100 parasitas (10

amostras); C+: Controle positivo de DNA total extraido de Trypanosoma cruzi.
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M CR C-C1C2C31A1B1C 1D 1E 1F1G1H 1l 1) 1K 1L 1M 2A 2B 2C 2D 2E 2F 2G 2H 2l 2J 3A 3B 3C 3D 3E3F 3G 3H 3I 3J C+

330

Figura 4.4: Gel de adultos de Rhodnius brethesi do Protocolo 01. Perfil eletroforético em gel de
agarose 1000 2% dos produtos da PCR de um fragmento de 330 pares de bases da regido
variavel do KDNA do Trypanosoma cruzi, obtidos ap6s extracdo de amostras de adultos
de Rhodnius brethesi pelo Protocolo 01 (modificado de Breniere et al., 1992),
amplificagdo pela PCR e corrida eletroforética. M: Marcador de peso molecular @X174
Haelll; CR: Controle da reacdo; C-: Controle negativo; C1: Controle positivo de cultura
de 1 parasita; C2: Controle positivo de cultura de 10 parasitas; C3: Controle positivo de
cultura de 100 parasitas; 1A-1M: Amostras de 1 parasita (13 amostras); 2A-2J: Amostras
de 10 parasitas (10 amostras); 3A-3J: Amostras de 100 parasitas (10 amostras); C+:

Controle positivo de DNA total extraido de Trypanosoma cruzi.
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M CR C-C1C2C3 1A1BI1C1D 1IE1F1G1H 11 1) 1K1L 1M 2A2B2C2D 2E2F 2G2H 2l 2] 3A3B 3C3D 3E 3F 3G 3H 3I 3] C+
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Figura 4.5: Gel de ninfas de Rhodnius brethesi do Protocolo 08. Perfil eletroforético em gel de

agarose 1000 2% dos produtos da PCR de um fragmento de 330 pares de bases da regido
variavel do kDNA do Trypanosoma cruzi, obtidos apos extragdo de amostras de ninfas
de 4° estaddio de Rhodnius brethesi pelo Protocolo 01 (modificado de Desloire et al.,
2006), amplificagdo pela PCR e corrida eletroforética. M: Marcador de peso molecular
@X174 Haelll; CR: Controle da reagdo; C-: Controle negativo; C1: Controle positivo de
cultura de 1 parasita; C2: Controle positivo de cultura de 10 parasitas; C3: Controle
positivo de cultura de 100 parasitas; 1A-1M: Amostras de 1 parasita (13 amostras); 2A-
2J: Amostras de 10 parasitas (10 amostras); 3A-3J: Amostras de 100 parasitas (10

amostras); C+: Controle positivo de DNA total extraido de Trypanosoma cruzi.
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M CR C-C1C2C3 1A1B1C1D1E1F1G1H 1I 1) 1K 1L 1M 2A 2B 2C 2D 2E 2F 2G2H 21 2] 3A3B 3C3D 3E3F3G3H 3l 3] C+

Figura 4.6: Gel de adultos de Rhodnius brethesi do Protocolo 08. Perfil eletroforético em gel de
agarose 1000 2% dos produtos da PCR de um fragmento de 330 pares de bases da regido
variavel do KDNA do Trypanosoma cruzi, obtidos apds extracdo de amostras de adultos
de Rhodnius brethesi pelo Protocolo 08 (modificado de Desloire et al., 2006),
amplificacdo pela PCR e corrida eletroforética. M: Marcador de peso molecular @X174
Haelll; CR: Controle da reagdo; C-: Controle negativo; C1: Controle positivo de cultura
de 1 parasita; C2: Controle positivo de cultura de 10 parasitas; C3: Controle positivo de
cultura de 100 parasitas; 1A-1M: Amostras de 1 parasita (13 amostras); 2A-2J: Amostras
de 10 parasitas (10 amostras); 3A-3J: Amostras de 100 parasitas (10 amostras); C+:

Controle positivo de DNA total extraido de Trypanosoma cruzi.
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M CR C-Cl1 C2 C31A1B1C1D1E1F1G1H111J) 1K 1L 1M 2A2B2C 2D 2E 2F 2G2H 21 2) 3A3B 3C3D 3E3F3G3H3I 3] C+

Figura 4.7: Gel de ninfas de Rhodnius brethesi do Protocolo 09. Perfil eletroforético em gel de
agarose 1000 2% dos produtos da PCR de um fragmento de 330 pares de bases da regido
variavel do kDNA do Trypanosoma cruzi, obtidos apds extracdo de amostras de ninfas
de 4° estadio de Rhodnius brethesi pelo Protocolo 09 (QIAamp DNA Stool Mini Kit -
Qiagen), amplificagdo pela PCR e corrida eletroforética. M: Marcador de peso molecular
@X174 Haelll; CR: Controle da reagéo; C-: Controle negativo; C1: Controle positivo de
cultura de 1 parasita; C2: Controle positivo de cultura de 10 parasitas; C3: Controle
positivo de cultura de 100 parasitas; 1A-1M: Amostras de 1 parasita (13 amostras); 2A-
2): Amostras de 10 parasitas (10 amostras); 3A-3J: Amostras de 100 parasitas (10

amostras); C+: Controle positivo de DNA total extraido de Trypanosoma cruzi.
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M CR C-C1C2C31A1B1C 1D 1E1IF1G1H 11 1) 1K 1L 1M 2A 2B 2C 2D 2E 2F 2G 2H 21 2J 3A3B3C 3D 3E 3F 3G 3H 3l 3JC+

Figura 4.8: Gel de adultos de Rhodnius brethesi do Protocolo 09. Perfil eletroforético em gel de
agarose 1000 2% dos produtos da PCR de um fragmento de 330 pares de bases da regido
variavel do KDNA do Trypanosoma cruzi, obtidos apds extracdo de amostras de adultos
de Rhodnius brethesi pelo Protocolo 09 (QlAamp DNA Stool Mini Kit - Qiagen),
amplificacdo pela PCR e corrida eletroforética. M: Marcador de peso molecular @X174
Haelll; CR: Controle da reagdo; C-: Controle negativo; C1: Controle positivo de cultura
de 1 parasita; C2: Controle positivo de cultura de 10 parasitas; C3: Controle positivo de
cultura de 100 parasitas; 1A-1M: Amostras de 1 parasita (13 amostras); 2A-2J: Amostras
de 10 parasitas (10 amostras); 3A-3J: Amostras de 100 parasitas (10 amostras); C+:

Controle positivo de DNA total extraido de Trypanosoma cruzi.
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M CR C-C1C2C3 1A1B1C1D1E1F1G1H 1I 1) 1K 1L 1M 2A 2B 2C 2D 2E 2F 2G2H 21 2] 3A3B 3C3D 3E3F3G3H 3l 3] C+

L. L
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M CR C-C1C2C3 1A1B1C1D1E1F1G1H 1l 1] 1K 1L 1M 2A 2B 2C 2D 2E 2F 2G2H 21 2] 3A3B 3C3D 3E3F3G3H 3l 3] C+

330

Figura 4.9: Emprego de dois métodos de coloracéo distintos: brometo de etideo e Gel Red®.
Perfil eletroforético em gel de agarose 1000 2% dos produtos da PCR de um fragmento
de 330 pares de bases da regido varidvel do KDNA do Trypanosoma cruzi, obtidos apos
extracdo de amostras de adultos de Rhodnius brethesi pelo Protocolo 08 (modificado de
Desloire et al., 2006), amplificagdo pela PCR e corrida eletroforética. M: Marcador de
peso molecular @X174 Haelll; CR: Controle da reacdo; C-: Controle negativo; C1:
Controle positivo de cultura de 1 parasita; C2: Controle positivo de cultura de 10
parasitas; C3: Controle positivo de cultura de 100 parasitas; 1A-1M: Amostras de 1
parasita (13 amostras); 2A-2J: Amostras de 10 parasitas (10 amostras); 3A-3J: Amostras
de 100 parasitas (10 amostras); C+: Controle positivo de DNA total extraido de
Trypanosoma cruzi. A: Gel corado em brometo de etideo. B: Gel corado em Gel
Red®.
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A figura 4.9 evidencia dois géis corados em diferentes corantes. E possivel notar que
ha diferenca na percep¢do do numero de amostras positivas, sendo este maior quando a
coloracdo empregada era 0 Gel Red®. As amostras aplicadas em ambos os geis foram as
mesmas, tornando possivel a comparagéo entre os corantes.

A revelagdo de bandas de 330 pb foi possivel em todosos protocolos, exceto no
protocolo 01, tanto nas amostras de ninfas quanto nas de adultos, nas trés dilui¢Ges realizadas:
1, 10 e 100 parasitas.

Como resultado das fotografias apresentadas, foi possivel analisar o nimero de
amostras positivas (Tabela 4.9) nos 12 protocolos.

Tabela 4.9: NUmero de amostras positivas. NUmero de amostras positivas obtidas nas diluigdes de
1, 10 e 100 parasitas em amostras de ninfas e adultos, ap6s amplificacdo, visualizadas em

gel de agarose.

Protocolo 1 parasita 10 parasitas 100 parasitas
Ninfa  Adulto Ninfa  Adulto Ninfa  Adulto
01 0/15 0/15 0/10 0/10 0/10 0/10
02 2/15 0/15 1/10 0/10 5/10 1/10
03 1/15 1/15 5/10 2/10 7/10 2/10
04 0/15 0/15 3/10 0/10 10/10 0/10
05 0/15 0/15 7/10 0/10 6/10 1/10
06 0/15 0/15 2/10 1/10 5/10 5/10
07 1/15 0/15 2/10 0/10 6/10 3/10
08 7/15 6/15 4/10 4/10 3/10 4/10
09 2/15 6/15 6/10 6/10 10/10 8/10
10 0/15 0/15 0/10 0/10 0/10 3/10
11 1/15 0/15 2/10 0/10 8/10 0/10
12 4/15 3/15 4/10 7/10 6/10 10/10

Os melhores resultados de amplificagdo foram obtidos pelos protocolos 09, 12 e 08,
com 54% (38/70), 49% (34/70) e 40% (28/70) de amostras positivas, respectivamente,
desconsiderando o estadio evolutivo e a dilui¢do de T. cruzi.

Considerando apenas os estadios evolutivos, o total de amostras que amplificaram
bandas de 330 pb, extraidas pelos 12 protocolos, foi maior para ninfas, com 31,7% (133/420)
de amostras positivas, enquanto apenas 17,4% (73/420) das amostras de adultos foram
amplificadas.

Em relagdo as diluicbes, amostras com 100 parasitas, independente do estadio do
triatomineo, tiveram a maior porcentagem de positividade com 43% (103/240), seguidas das
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diluicbes de 10, com 24% (56/240), e 1 parasita, com 10% (34/360) de amostras amplificadas.

Para verificar a existéncia de diferenca estatistica significativa nos resultados dos
protocolos 08 e 09 foi calculado o p-valor através do teste exato de Fisher (Tabela 4.10).
Devido ao pequeno nimero amostral o teste exato de Fisher foi empregado em substitui¢do ao
teste de qui-quadrado.

Tabela 4.10: Analise comparativa entre os protocolos 08 e 09. Teste exato de Fisher para verificar
diferencas estatisticamente significativas entre o nimero de amostras amplificadas pelos

protocolos de melhor desempenho.

1 parasita 10 parasitas 100 parasitas
Protocolo . . ;
Ninfas Adultos Ninfas Adultos Ninfas Adultos
08 7 6 4 4 3 4
09 2 6 6 6 10 8

p-valor* 0,109 1.000,000 0,656 0,656 0,003 0,170
*p-valor <0,05 indica que ha diferenca significante, do ponto de vista estatistico, na identificacdo de

amostras positivas pelos protocolos 08 e 09.

O p-valor calculado com o Teste exato de Fisher demonstra que ndo ha diferenca
estatistica significativa na identificagdo e amplificagdo de amostras positivas, de macerados
de triatomineos com T. cruzi, extraidas pelos dois protocolos de melhor desempenho (08 e
09).

Entretanto, o p-valor de ninfas reconstituidas com 100 T. cruzi indicou uma diferenca,
indicando o protocolo 09 como o de melhor desempenho neste estadio, com esta diluigdo
especifica.

A intensidade das bandas presentes nos géis foram analisadas, através do programa
Image J, e descrita nas tabelas 4.11 e 4.12.
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Tabela 4.11: Intensidade de bandas em amostras de ninfas. Intensidade das bandas de 330 pares de
bases do kDNA do Trypanosoma cruzi obtidas por eletroforese em gel de agarose. A

intensidade foi classificada em fraca (F) e forte (+); (-) indica auséncia.

Estagio Diluicio Amostra Protocolo
evolutivo ¢ 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

01 - - - - - - - - - - - -

02 - +
03 - F - - - - -
04 - - - - - - - - - - - -
05 - - - - - - - - + - - -
06 - - - - - - - - - - - -
. 07 R +
parasita 08 B B B B B B B + +
09 - - - - - - - - - - - F
10 - - - - - - - - - - + F
11 - - - - - - - + - - - -
12 - - - - - - - - - - - -
13 - - - - - - F - - - - -
14 - - - - - - - + - - - -

+
+

F
F

Ninfa 4°
estadio F
F

10 05 - - - -
parasitas 06 - F + -

o
©
1
1
1
n
n
1
1
+
m T m
1
+

mmom
m o+
1
+

+ +

100 05 -+ -
parasitas 06

MMM T T T+ 4+ Mmoo+
| I |
+ + +
+ + T+ T+ + + + T
| I |
+ 4+ T+ + 4+ 4+
+ 4+ T

+ 4+ o+ +
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Tabela 4.12: Intensidade de bandas em amostras de adultos. Intensidade das bandas de 330 pares
de bases do kDNA do Trypanosoma cruzi obtidas por eletroforese em gel de agarose. A

intensidade foi classificada em fraca (F) e forte (+); (-) indica auséncia.

Estég_io Diluicdo Amostra Protocolo
evolutivo 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
01 - - F - - - - - - - - -
02 - - - - - - - + - - - -
03 - - - - - - - + + - - -
04 - - - - - - - - - - - -
05 - - - - - - - - - - - -
06 - - - - - - - - - - - -
07 - - - - - - - F - - - -
1 . 08 - - - - - - - + F - - -
parasita
09 - - - - - - - F F - - -
10 - - - - - - - - F - - F
11 - - - - - - - + - - - =
12 - - - - - - - - + - - F
13 - - - - - - - - - - - -
14 - - - - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - F - - -
01 - - - - - - - - F - - +
02 - - - - - - - + - - - -
Adulto 03 - - = - - - - - F - - +
04 - - F - - - - - + - - F
10 05 - - - - - - - - F - - F
parasitas 06 - - - - - - - + - - - =
07 - - - - - - - - F - - F
08 - - - - - + - - + - - -
09 - - - - - - - + - - - F
10 - - - - - - - + - - - -
01 - - - - - + - + + - - F
02 - - - - - F F - + - - F
03 - - F - - - + F - - - F
04 - - - - + o+ - - + F - F
100 05 - - - - - + - - F - - F
parasitas 06 - - - - - + F + + - - F
07 - - - - - - - + + - - F
o - - F - - - - - F - - F
09 - F - - - - - -+ - - F
10 - - - - - - - - - - - =

76



E possivel verificar que a maioria das bandas positivas foram fracas, sendo 105
(12,5%) em 840 amostras de ninfas e adultos, desconsiderando a dilui¢do, enquanto apenas 85
(10,1%) foram fortes. O restante das amostras (77,4%) corresponde aos resultados negativos.
Resultados similares podem ser observados quando analisamos amostras de ninfas em
comparagdo com adultos, com bandas fracas em maior propor¢do (15,2% e 10%,
respectivamente) que bandas fortes (13,3% e 7%, respectivamente) de um total de 420
amostras para cada estadio.

Nas diluicdes de 10 e 100 parasitas, a maioria das bandas de amplificagdo foram
classificadas como fracas, com 37 resultados fracos para 10 parasitas e 52 para 100 parasitas.
17 bandas foram fortes para a diluicdo de 10 e 49, para a de 100. A dilui¢do de 1 parasita, ao
contrario do visto até 0 momento, teve mais amostras com bandas fortes (18 amostras) que
fracas (16 amostras).

Para monitorar o funcionamento das extragfes, uma nova amplificacdo de amostras
extraidas pelos protocolos 01, 08 e 09 foi realizada. Desta vez, porém, tinhamos como alvo de
amplificacdo um fragmento de 682 pb do gene mitocondrial citocromo b de triatomineos.

Apos a amplificagdo, também pelo uso da PCR, foi feita uma eletroforese em gel de
agarose 2% para constatar a presenca de DNA do vetor triatomineo.

Além do marcador de peso molecular, foram aplicados o controle da reacdo, um
controle positivo de T. cruzi (diluicdo de 10 parasitas), 15 amostras extraidas de ninfas (5
amostras de 1 parasita, 5 de 10 e 5 de 100), 15 amostras extraidas de adultos (5 amostras de 1
parasita, 5 de 10 e 5 de 100) e um controle positivo de DNA extraido e purificado de
triatomineo (Figuras 4.10 a 4.12).

Também na pesquisa do citocromo b de triatomineos, o protocolo 01 ndo amplificou
banda de 682 pb em nenhuma amostra. Por outro lado, os protocolos 08 e 09 permitiram uma
amplificacdo satisfatoria. O protocolo 08 foi positivo para 24 das 30 amostras (80%) e o
protocolo 09 mostrou-se positivos para todas as 30 amostras (100%), independente do estadio

e da diluicéo.
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M CR C- 1A 1B 1C 1D 1E 2A 2B 2C 2D 2E 3A 3B 3C 3D 3E 4A 4B 4C 4D 4E 5A 5B 5C 5D 5E 6A 6B 6C 6D 6E C+

Figura 4.10: Gel de citocromo b de amostras do Protocolo 01. Perfil eletroforético em gel de
agarose 1000 2% dos produtos da PCR de um fragmento de 682 pares de bases do gene
mitocondrial citocromo b de triatomineos, obtido ap0s extragdo das amostras
reconstituidas de Rhodnius brethesi pelo Protocolo 01 (modificado de Breniere et al.,
1992), amplificacdo pela PCR e corrida eletroforética. M: Marcador de peso molecular
@X174 Haelll; CR: Controle da reacdo; C-: Controle negativo (controle positivo de
cultura de 10 parasitas); 1, 2 e 3: Amostras de ninfas de 4° estadio; 1A-1E: Diluicéo de
1 parasita (5 amostras); 2A-2E: Dilui¢do de 10 parasitas (5 amostras); 3A-3E: Diluigdo
de 100 parasitas (5 amostras); 4, 5 e 6: Amostras de adultos; 4A-4E: Diluicdo de 1
parasita (5 amostras); 5A-5E: Diluigdo de 10 parasitas (5 amostras); 6A-6E: Dilui¢do
de 100 parasitas (5 amostras); C+: Controle positivo de DNA total extraido de

triatomineo.
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M CR C- 1A 1B 1C 1D 1E 2A 2B 2C 2D 2E 3A3B 3C 3D 3E 4A 4B 4C 4D 4E 5A 5B 5C 5D 5E 6A 6B 6C 6D 6E C+

Figura 4.11: Gel de citocromo b de amostras do Protocolo 08. Perfil eletroforético em gel de
agarose 1000 2% dos produtos da PCR de um fragmento de 682 pares de bases do gene
mitocondrial citocromo b de triatomineos, obtido apds extracdo das amostras
reconstituidas de Rhodnius brethesi pelo Protocolo 08 (modificado de Desloire et al.,
2006), amplificacdo pela PCR e corrida eletroforética. M: Marcador de peso molecular
@X174 Haelll; CR: Controle da reagdo; C-: Controle negativo (controle positivo de
cultura de 10 parasitas); 1, 2 e 3: Amostras de ninfas de 4° estadio; 1A-1E: Diluicdo de
1 parasita (5 amostras); 2A-2E: Diluicdo de 10 parasitas (5 amostras); 3A-3E: Dilui¢do
de 100 parasitas (5 amostras); 4, 5 e 6: Amostras de adultos; 4A-4E: Diluicdo de 1
parasita (5 amostras); 5A-5E: Diluicdo de 10 parasitas (5 amostras); 6 A-6E: Dilui¢do de

100 parasitas (5 amostras); C+: Controle positivo de DNA total extraido de triatomineo.
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M CR C- 1A 1B 1C 1ID1E 2A 2B 2C 2D 2E 3A 3B 3C 3D 3E 4A 4B 4C 4D 4E 5A 5B 5C 5D 5E 6A 6B 6C 6D 6E C+

Figura 4.12: Gel de citocromo b de amostras do Protocolo 09. Perfil eletroforético em gel de
agarose 1000 2% dos produtos da PCR de um fragmento de 682 pares de bases do gene
mitocondrial citocromo b de triatomineos, obtido apds extracdo das amostras
reconstituidas de Rhodnius brethesi pelo Protocolo 09 (QlAamp DNA Stool Mini Kit -
Qiagen), amplificacdo pela PCR e corrida eletroforética. M: Marcador de peso
molecular @X174 Haelll; CR: Controle da reacdo; C-: Controle negativo (controle
positivo de cultura de 10 parasitas); 1, 2 e 3: Amostras de ninfas de 4° estadio; 1A-1E:
Diluicdo de 1 parasita (5 amostras); 2A-2E: Diluicdo de 10 parasitas (5 amostras); 3A-
3E: Diluicdo de 100 parasitas (5 amostras); 4, 5 e 6: Amostras de adultos; 4A-4E:
Diluicdo de 1 parasita (5 amostras); 5A-5E: Diluicdo de 10 parasitas (5 amostras); 6A-
6E: Diluicdo de 100 parasitas (5 amostras); C+: Controle positivo de DNA total

extraido de triatomineo.
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4.2.4. Reprodutibilidade

A avaliacdo deste parametro, assim como nas amostras anteriores, consistiu na
estimativa da concentracdo de DNA e no grau de pureza do DNA obtido, aléem da
visualizagdo de bandas de 330 pb em gel de agarose, apds amplificacdo pela PCR.

A Tabela 4.13 apresenta os valores de média e mediana calculados para a
concentracdo de DNA, enquanto para 0 grau de pureza sdo apresentados valores de média,
mediana e CV (Tabela 4.14).

Também para a reprodutibilidade, calculamos a frequéncia de resultados que
apresentaram valores entre 1,8 e 2,0 da relacdo 260/280, que demonstra o grau de pureza das

amostras.

Tabela 4.13: Andlise da concentracdo de DNA da reprodutibilidade. Média e mediana calculados
a partir de valores estimados da concentracdo de DNA (pg/mL), obtida por
espectrofotometria, das 30 amostras de ninfas de 4° estadio de Rhodnius brethesi com a

diluicdo de 10 parasitas.

Protocolo Mediana Média
01 -7,19 -22,50
02 0,26 0,38
03 21,67 43,24
04 0,29 0,49
05 101,80 530,87
06 34,76 77,96
07 2.222,50 2.421,79
08 88,47 500,20
09 77,23 77,73
10 0,20 998,27
11 0,32 2.195,87
12 21,05 -219,88
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Tabela 4.14: Anélise do grau de pureza do DNA da reprodutibilidade. Porcentagem dos valores
entre 1,8 e 2,0, média, mediana e coeficiente de variacdo (CV), calculados a partir de
valores estimados do grau de pureza do DNA, obtido por espectrofotometria, das 30

amostras de ninfas de 4° estadio de Rhodnius brethesi com a diluicdo de 10 parasitas.

Protocolo 9% 1,8-2,0* Mediana Média Coeficiente de Variagdo**

01 0 0,47 0,50 0,17
02 3% 1,36 1,43 0,24
03 0 0,75 0,78 0,29
04 7% 1,08 1,10 0,42
05 23% 1,34 1,35 0,35
06 13% 1,42 1,42 0,27
07 13% 1,43 1,19 0,46
08 13% 1,35 1,31 0,38
09 7% 1,10 1,23 0,19
10 0 1,00 1,03 0,16
11 0 0,59 0,64 0,33
12 0 1,05 1,05 0,21

*Porcentagem relativa ao nimero de amostras que apresentaram resultados dentro da faixa ideal de pureza
estabelecida como entre 1,8 e 2,0.
**Coeficiente de variacdo (CV) - mede o grau de reprodutibilidade. Valores desejaveis seriam aqueles menores

que 0.2; acima de 0.3 indicam ma reprodutibilidade.

Assim como nos experimentos de extracdo de ninfas e adultos com as 03 dilui¢des de
parasitas, na reprodutibilidade alguns valores de média e mediana também foram negativos.

A média e a mediana dos protocolos 01, 03, 05, 06, 08, 10, 11 e 12 nos resultados de
concentracdo de DNA apresentaram valores divergentes, indicando uma variagdo entre as
concentracfes de DNA obtidas nas amostras extraidas. Como a média dos 08 protocolos
citados foi maior que sua respectiva mediana, podemos concluir que os valores extremos séo
muito maiores que 0S outros.

Nos demais protocolos, a distribuicdo foi simétrica, com valores de média e mediana
aproximados.

Sete dos protocolos (02, 04, 05, 06, 07 08 e 09) testados nos experimentos de
reprodutibilidade apresentaram resultados de relagdo 260/280 entre 1,8 e 2,0. Porém, nenhum
deles demonstrou este resultado em mais de 50% das amostras.

Ao contrario do observado para a concentracdo de DNA, a distribuicdo dos valores do
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grau de pureza foi simétrica em todos os protocolos, evidenciado pela proximidade dos
valores de média e mediana.

Os protocolos 01, 09 e 10 evidenciaram boa reprodutibilidade com valores de
coeficiente de variacdo abaixo de 0,2. Valores relacionados a ma reprodutibilidade (CV > 0,3)
podem ser visualizados nos protocolos 04, 05, 07,08 e 11.

Em alguns protocolos, a maioria dos valores obtidos pela medida espectrofotométrica
da concentragio de DNA das amostras da reprodutibilidade apresentou-se negativa,
impossibilitando o célculo do coeficiente de variacdo. Resultados de CV negativos ndo
permitem a interpretacdo dos resultados; assim a reprodutibilidade foi analisada unicamente
através do CV do pardmetro grau de pureza.

A presenga/auséncia de banda foi avaliada através da corrida eletroforética dos
produtos de amplificacdo da sequéncia de 330 pb da regido variavel do minicirculo de KDNA
de T. cruzi apos as extragoes.

Neste parametro, os géis foram compostos por marcador de peso molecular, controle
da reacdo, controle negativo de triatomineo, controle positivo de 10 parasitas, 20 amostras de
ninfas com a diluicdo de 10 parasitas e controle positivo de DNA purificado de T. cruzi,
respectivamente.

O marcador e os controles foram aplicados alternadamente, intercalados por slots
vazios, assim como entre o controle positivo e a 12 amostra e entre a 202 amostra e o controle
positivo purificado. Entretanto, as amostras extraidas foram aplicadas continuamente.

As fotografias dos géis de reprodutibilidade, de cujos protocolos foram selecionados
como de pior e melhor rendimentos (através de perfis eletroforéticos), além daquele com

rendimento intermedidrio, podem ser visualizadas nas Figuras 4.13 a 4.15.
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M VCRV C- VCI0V 01 02 0304 050607 08 09 10111213 1415 16 1718 1920 V C+

Figura 4.13: Gel de reprodutibilidade de amostras do Protocolo 01. Perfil eletroforético em gel de
agarose 1000 2% dos produtos da PCR de um fragmento de 330 pares de bases da
regido varidvel do KDNA do Trypanosoma cruzi. Os referidos produtos foram obtidos
apos extragdo de amostras de ninfas de 4° estadio de Rhodnius brethesi, com diluicdo de
10 parasitas, pelo Protocolo 01 (modificado de Breniere et al., 1992) e amplificacdo
pela PCR. M: Marcador de peso molecular @X174 Haelll; CR: Controle da reagao; C-:
Controle negativo; C10: Controle positivo de cultura de 10 parasitas; 1-20: Amostras de
10 parasitas (20 amostras); C+: Controle positivo de DNA total extraido de

Trypanosoma cruzi; V: slot vazio.
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M VCRV C- VCI0V 01 02 0304 0506 07 08 09 10111213 1415 16 1718 1920 V C+

330

Figura 4.14: Gel de reprodutibilidade de amostras do Protocolo 08. Perfil eletroforético em gel de
agarose 1000 2% dos produtos da PCR de um fragmento de 330 pares de bases da
regido varidvel do KDNA do Trypanosoma cruzi. Os referidos produtos foram obtidos
apos extracdo de amostras de ninfas de 4° estadio de Rhodnius brethesi, com diluigdo de
10 parasitas, pelo Protocolo 08 (modificado de Desloire et al., 2006) e amplificagdo pela
PCR. M: Marcador de peso molecular @X174 Haelll; CR: Controle da reacdo; C-:
Controle negativo; C10: Controle positivo de cultura de 10 parasitas; 1-20: Amostras de
10 parasitas (20 amostras); C+: Controle positivo de DNA total extraido de

Trypanosoma cruzi; V: slot vazio.
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M VCRV C- VCI0V 01 02 0304 0506 07 08 09 10111213 1415 16 1718 1920 V C+

330

Figura 4.15: Gel de reprodutibilidade de amostras do Protocolo 09. Perfil eletroforético em gel de
agarose 1000 2% dos produtos da PCR de um fragmento de 330 pares de bases da
regido varidvel do KDNA do Trypanosoma cruzi. Os referidos produtos foram obtidos
apos extracdo de amostras de ninfas de 4° estadio de Rhodnius brethesi, com diluigdo de
10 parasitas, pelo Protocolo 09 (QlAamp DNA Stool Mini Kit - Qiagen) e amplificacdo
pela PCR. M: Marcador de peso molecular @X174 Haelll; CR: Controle da reagao; C-:
Controle negativo; C10: Controle positivo de cultura de 10 parasitas; 1-20: Amostras de
10 parasitas (20 amostras); C+: Controle positivo de DNA total extraido de

Trypanosoma cruzi; V: slot vazio.
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O protocolo 01, assim como nos experimentos com os 2 estadios evolutivos e as 3
dilui¢bes, ndo amplificou nenhuma banda de 330 pb na reprodutibilidade. Outros 3 protocolos
(02, 05 e 12) também demonstraram auséncia total de bandas.

Amostras positivas foram evidenciadas nos 8 protocolos restantes, como pode ser visto
na Tabela 4.15. Os protocolos 9, 10 e 11 tiveram poucas amostras positivas, enquanto 03, 04,
06 e 08 apresentaram 50% ou mais amostras positivas.

A intensidade de cada amostra positiva obtida na reprodutibilidade pode ser vista na
Tabela 4.16.

Tabela 4.15: Numero de amostras positivas nos experimentos de reprodutibilidade. Numero de
amostras positivas obtidas nas amostras de ninfas de Rhodnius brethesi, diluicdo de 10
parasitas, apo6s amplificacdo e visualizadas em gel de agarose, para avaliagdo da

reprodutibilidade.

Protocolo Ninfas / 10 parasitas

01 0/20
02 0/20
03 11/20
04 10/20
05 0/20
06 13/20
07 4/20
08 18/20
09 3/20
10 1/20
11 1/20
12 0/20
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Tabela 4.16: Intensidade de bandas nos experimentos de reprodutibilidade. Intensidade das
bandas de 330 pares de bases de kDNA de Trypanosoma cruzi, obtidas por eletroforese
em gel de agarose. A intensidade foi classificada em fraca (F) e forte (+); auséncia de

banda como (-).

Amostra Protocolo

01 02 03 04 05 06 O7 08 09 10 11 12
01 - - - - - F -
02 - - +
03 - - -
04 - - - - -
05 - - - - -
06 - - - + -
07 - -
08 - -
09 - -
10 - -
11 - -
12 - -
13 - -
14 - -
15 - -
16 - -
17 - -
18 - -
19 - -
20 - - -

+ +
m + M+ +
1

1
1
1
1
1

1
+
|
-n
1

M + M T m o+

b B e I e O S I S
m o M
1 1
-
+

LI |
m T oo
LI |
+ + + m ™
LI |
m T oo
1
1
1
1

Também para a reprodutibilidade, as bandas positivas com intensidade fraca
superaram as fortes em numero, sendo que 37 (61%) das bandas positivas tinham baixa
intensidade, enquanto 24 (39%) tinham intensidade forte.

4.2.5. Praticidade

A praticidade de cada método foi avaliada por meio dos seguintes itens: nimero de
etapas, tempo despendido na execugdo de todo o processo de extracdo, tempo gasto na
preparacdo dos reagentes, nUmero de equipamentos necessarios (Tabela 4.17).

Os equipamentos exigidos para a realizacdo do processo de extracdo, em cada
protocolo, foram listados, com o objetivo de atribuir o nivel de complexidade de manuseio.
Consideramos que o0s equipamentos centrifuga, banho-maria, vortex, agitador magnético e
placa de aquecimento sdo de facil manuseio, pois exigem um conhecimento minimo de
execucdo, sendo de uso convencional em qualquer laboratério clinico ou de pesquisa. Além
disso, sdo equipamentos com tecnologia simples. Dentro deste grupo também enquadramos o
baldo de nitrogénio que exige somente o conhecimento de normas de biosseguranca.
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Tabela 4.17: Avaliacdo da praticidade dos protocolos. Descricdo do nimero de etapas, tempo despendido na execucao de todo o processo de extragdo, tempo

gasto na preparacdo dos reagentes, nimero de equipamentos necessarios, segundo cada protocolo, para avaliacdo da praticidade de cada processo de
extracéo.

Protocolo
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

N° de etapas

para execucao 7 22 18 38 20 25 22 17 39 38 13 19
do protocolo

Tempo
despendido na

execucdo do  20min 30seg 2?13(5)i£ln 423?&;"” 1h 50min 16;105533]'” 268m(:lna8332eg Sg()l._:g]én 3h53min  47min45seg  3h 37min  45min 54seg 17min 45seg
processo de
extracao
Tempo gasto ; ;
na preparacao 0 ggozgn 2h 3min 22min 123022;” 8h 32 min 56 min 1h 8min 1min 44min 43min 12min
dos reagentes
N° de
equipamentos 2 4 4 4 4 4 3 4 4 4 5 1
necessarios
- Agitador
- Banho- -Banho- magnético
- Banho- maria -Centrifuga - Banho- - Centrifuga - Banho- - Centrifuga maria
maria maria - Centrifuga maria - Banho-
- Centrifuga - Baldo de - Freezer - Freezer - Freezer - Centrifuaa maria
Especificar o - Centrifuga nitrogénio - Centrifuga = - Centrifuga 9 .
) - Freezer . - Centrifuga
equipamento - Placa de -Placa de -Placa de -Placa de -Placa de - Centrifuga
aquecimento - Freezer -Centrifuga  aquecimento - Freezer aquecimento \Vortex - Freezer aquecimento aquecimento
-Placa de
- Vortex -Placa de - Vortex - Vortex - Vortex - Vortex - Vortex -Vortex agquecimento
aquecimento
- Vortex
Equipamento
de facil sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim

manuseio
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O protocolo que é processado com 0 menor nimero de etapas é o 01, que é realizado
em apenas 7 etapas. Por outro lado, o protocolo 9 é o que tem mais manipulacdo da amostra,
sendo realizado em 39 etapas.

No item tempo despendido na execucdo de todo o processo de extracdo, aquele que
demora menos tempo do inicio ao final da extracdo é o0 12 (17min 45seg) enquanto 8 dias 1h
26min 30seg € o tempo mais longo dentre os protocolos testados, que corresponde ao 06. Esse
tempo deve-se ao longo periodo de incubagdo da amostra na solucao de guanidina-EDTA.

O tempo gasto na maceracdo dos especimes variou entre 20 e 40 segundos. Para fins
de calculo, empregamos a média, que no caso foi de 30 segundos.

O preparo de reagentes é outro item que deve ser considerado na avaliagdo da
praticidade de um protocolo de extragdo. Protocolos que utilizam diversos reagentes, ou
reagentes que demoram a ser preparados, como 0 tamponamento do fenol, ficam em
desvantagem em relacdo aqueles que utilizam reagentes prontos ou que sO necessitem de
diluicdo, como é o caso dos kits. No caso de protocolos que utilizam fenol, o emprego deste
reagente ja tamponado reduz o tempo de execucdo da extracdo. Entretanto, o custo do método
seria aumentado, uma vez que o fenol tamponado é mais caro que o ndo tamponado.

Nesse sentido, o protocolo 01 é o melhor, visto que utiliza somente dgua como
diluente. Em contrapartida, o protocolo que mais exige tempo para preparo de reagente é o 02
que, além de necessitar do tamponamento do fenol (processo que demora cerca de 8 horas),
requer o preparo de 2 tampdes de extracdo distintos.

A centrifuga é utilizada em todos os protocolos testados. A placa de aquecimento é o
segundo equipamento mais utilizado nas extracoes, seguido do aparelho de banho-maria.

4.2.6. Custo

Os valores de custo por reagédo de extracao (resultado da soma dos valores gastos com
reagentes, ponteiras e tubos), custo total de trabalho (valor pago a um profissional de nivel
superior com especializacdo pelo total de tempo gasto em cada protocolo) e o custo final
(soma dos dois itens anteriores) sdo descritos na Tabela 4.18.

O protocolo 01 apresentou o melhor custo final, pois apresentou os menores valores de
custo por reacédo de extracdo e custo total de trabalho.

O maior custo por reacdo de extracdo é relatado para o protocolo 12, enquanto o 02
demanda o maior gasto com profissional para a realizagdo de todo o processo de extragéo.
Apesar de maior gasto com o material necessario & extragdo no protocolo 12, o pior custo
final equivale ao do protocolo 02.
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Tabela 4.18: Avaliagdo do custo dos protocolos. Descrigdo dos valores de custo por reagdo de extracdo, custo total de trabalho e o custo final, gastos em cada

protocolo, para avaliacdo do custo total de cada processo de extra¢do. Todos os valores foram calculados em délar, ou convertidos para esta moeda.

01 02 03 04

Protocolo
05 06 07 08 09 10 11 12

Custo por reacéo
de extragdo*
(reagentes,
ponteiras e tubos)

$0,43 $135 $152  $1,22

Custo total de
trabalho**
(profissional de $9,99 $284,99 $77,22 $42,38
nivel superior com
especializacao)

Custo final
(soma dos dois $10,42 $286,34 $78,74 $43,60
itens anteriores)

$0,94 $124 $107 $0,82 $4,72  $333 $091  $5,08

$36,54 $269,65 $42,63 $58,95 $23,75 $39,46 $31,13 $14,49

$37,48 $270,89 $43,70 $59,77 $28,47 $42,79 $32,04 $19,57

*Custo calculado para amostras de adultos de Rhodnius brethesi.

**Custo de hora de trabalho calculado a partir de salario + encargos sociais pago pela Unido a um tecnologista de nivel 1 com especializacdo da Fundagdo Oswaldo Cruz: R$ 52,29 =
US$ 29,23 (Cotacdo em 04-03-10: R$ 1,00 = US$ 0,5590) (Fonte: Fundagdo Oswaldo Cruz, 2010).
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4.3. Questionario de opinido

O questionério de opinido, desenvolvido em colaboracdo com o Dr. Guilherme
Werneck, foi aplicado, aleatoriamente, a profissionais de instituicdes cientificas nacionais e
internacionais e laboratorios privados de medicina diagnéstica de maior destaque no Brasil.

Enviamos um total de 148 questionarios e obtivemos retorno de 38 (26%)
profissionais, os quais emitiram 83 avaliagbes sobre diferentes amostras. De 10 dos 38
questionérios respondidos, as informagdes foram obtidas por entrevista pessoal, enquanto a
maioria (28), via e-mail. Os dados fornecidos auxiliaram no estabelecimento do grau de
importancia dos parametros utilizados na escolha de um método de extracdo de DNA,
independente do tipo de amostra.

Todas as avaliagdes obtidas a partir dos questiondrios podem ser visualizadas nas
Tabelas 4.19 a 4.23.

Tabela 4.19: Grau de escolaridade. Grau de escolaridade dos profissionais que participaram da

pesquisa de opiniao.

Escolaridade Frequéncia %
Superior completo 2 5,26
Mestrado cursando 2 5,26
Mestrado completo 5 13,16
Doutorado cursando 4 10,53
Doutorado completo 25 _ 6579
TOTAL 38 100

Tabela 4.20: Area de atuaco. Area na qual os profissionais que participaram da pesquisa de opini&o

atuam.
Area de atuacéo Frequéncia %
Pesquisa 27 71,05
Medicina diagndstica 2 5,26
Ambas 9 23,68
TOTAL 38 100
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Tabela 4.21: Tempo de experiéncia. Tempo que os profissionais que participaram da pesquisa de

opinido tém de experiéncia em sua &rea de atuacao.

Tempo de experiéncia (anos)  Frequéncia %
<5 2 5,41
5-9 10 27,02
10-14 7 18,92
15-19 9 24,33
>20 9 2433
TOTAL 37 100

Tabela 4.22: Método de extragdo utilizado. Método de extracdo empregado pelos participantes.

Método de extragao Frequéncia %
Kit comercial 10 26,32
Método in house 9 23,68
Ambos 19 50
TOTAL 38 100

Tabela 4.23: Tipos de amostra bioldgica. Amostras bioldgicas utilizadas para extracdo pelos

participantes.

Amostra Frequéncia % Frequencia
acumulada
Sangue 24 28,92 28,92
Bactéria 4 4,82 33,73
Protozoario 4 4,82 38,55
Simulideo 1 1,2 39,76
Tecido 17 20,48 60,24
Flebotomineo 2 2,41 62,65
Fezes 5 6,02 68,67
Plasma 3 3,61 72,29
LCR 2 2,41 74,7
Urina 1 1,2 75,9
Liquido amnidtico 2 2,41 78,31
Helminto 1 1,2 79,52
Insetos 2 2,41 81,93
Triatomineo 1 1,2 83,13
Escarro 1 1,2 84,34
Fluidos corporais 5 6,02 90,36
Cultura 5 6,02 96,39
Células 1 1,2 97,59
) L 2 2,41 100
TOTAL 83 100
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A maioria dos profissionais que participaram da avaliagdo possui doutorado completo,
seguidos por aqueles com mestrado completo. Cerca de 10% sdo apenas graduados, ou com
mestrado em andamento.

A é&rea de atuacdo mais freqliente € a pesquisa. Poucos sdo os profissionais que
trabalham com medicina diagnostica em paralelo e, somente 5% trabalha exclusivamente com
medicina diagndstica.

Cinco intervalos de tempo de atuacdo foram observados. Trés faixas englobam mais
de 20% dos entrevistados: 5-9 (27%), 15-19 (24,3%) e >20 anos (24%). Em seguida, a faixa
de 10-18 anos engloba 18,9% dos profissionais. O menor nimero de entrevistados (5,4%)
concentra-se na faixa de <5 anos de atuagdo na area..

O kit comercial € mais empregado em extracdo de DNA que os métodos in house.
Entretanto, 50% dos entrevistados afirmam fazer uso de ambos os métodos.

Foram listadas 19 diferentes amostras bioldgicas utilizadas como fonte de DNA alvo.
Dentre as amostras citadas podemos verificar uma grande variedade, sendo utilizados, fluidos
corporais humanos diversos, tecidos, células, cultura e microorganismos, além diferentes
espécies de artropodes.

Sangue representa 0 material mais utilizado nas extragcdes de DNA, seguido de tecidos
em geral. Fezes, fluidos corporais e cultura também sdo utilizados e cada um corresponde a
cerca de 6% das ocorréncias. Microorganismos correspondem a aproximadamente 10 % das
citacOes, enquanto os demais materiais aparecem menos de 5%, cada.

Apesar de pouco utilizados (=7%), artropodes também servem como fonte de DNA,
seja para obtencdo de material do préprio invertebrado ou para deteccdo de parasitos quando
aquele funciona como vetor.

No que diz respeito aos pardmetros relativos a escolha de um método de extracdo de
DNA, as tabelas 4.24 e 4.25 e o grafico 4.5 evidenciam a relevancia de cada critério.

Cada profissional participante atribuiu um valor de importancia para cada um dos 5
parametros avaliados no momento da escolha de um protocolo de extracdo de DNA:
concentracdo do DNA extraido, grau de pureza do DNA obtido, reprodutibilidade, praticidade
e custo do método empregado.

Na tabela 4.24 os valores maximo e minimo atribuidos pelos entrevistados aos

diferentes parametros analisados foram 5 e 100, respectivamente.
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Tabela 4.24: Parédmetros de avaliagcdo. Média, desvio-padrdo, valor minimo e maximo dos escores

das 5 variaveis avaliadas.

Variavel Observagdes Média Desvio padrdo  Minimo  Maximo
Concentragéo 80 87,01 13,95 31 100
Pureza 79 91,38 10,74 35 100
Reprodutibilidade 83 89,43 10,95 39 100
Praticidade 83 76,86 21,32 5 100
Custo 83 68,61 21,77 17 100

8 s
) 1
3 . $
[ ) [ ]
° [ )
< 7 N L]
[ )
[ concentracao [ pureza
[ Reprodutibilidade Praticidade

[ custo

Gréfico 4.5: Parametros de avaliagdo. Média, desvio-padrdo, valor minimo e maximo dos escores

das 5 variaveis avaliadas.

Tabela 4.25: Teste t-Student. P-valores referentes ao teste t-Student de comparacdo entre as médias

dos escores das 5 variaveis avaliadas. Valores estatisticamente significantes (p<0,05) estdo

em negrito valores estatisticamente significantes —)

Pureza Reprodutibilidade Praticidade Custo
Concentragéo 0,0284 0,2209 0,0004 <0,0001
Pureza 0,2553 <0,0001 <0,0001
Reprodutibilidade <0,0001 <0,0001
Praticidade 0,0148
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De acordo com as Tabelas 4.24 e 4.25 e o grafico 4.5, podemos verificar que 0s
escores médios atribuidos a concentragdo, pureza e reprodutibilidade séo significativamente
mais altos do que os atribuidos a praticidade e custo, sendo que o escore médio de praticidade
é significantemente mais alto que o atribuido a custo.

Apesar de concentracdo e pureza terem sido sinalizados com os parametros de maior
importancia, os escores médios de pureza sdo significativamente mais altos que os de
concentracdo. Os escores de reprodutibilidade, entretanto, ndo diferem do ponto de vista
estatistico, em relacéo aos de concentragdo e pureza.

Em resumo, os profissionais elencam a pureza como a caracteristica de maior
importancia, seguida pela reprodutibilidade e concentracdo (na mesma condi¢do). A
praticidade tem importancia menor que os trés parametros anteriores, porém foi considerado
mais importante que o custo, sendo este 0 menos considerado na escolha de um protocolo a

ser empregado.
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5. DISCUSSAO

A estratégia de amplificagdo in vitro, introduzida pela PCR, vem sendo bastante
utilizada em experimentos diversos, principalmente em casos de diagndstico. Esta técnica é
empregada especialmente quando o DNA almejado encontra-se em baixas concentracfes na
amostra bioldgica, como ocorre em casos de deteccdo de patdgenos em seus vetores (Lardeux
et al., 2008).

No caso especifico do T. cruzi, registros de sua deteccdo pelo uso da PCR datam da
década de 90. Sangue de pacientes infectados (Wincker et al., 1994; Junqueira; Chiari;
Wincker, 1996) e outros mamiferos (Vallejo et al., 1999; Campos et al., 2007), contetdo
digestivo de triatomineo (Breniere et al., 1995; Russomando et al., 1996; Marcet et al., 2006;
Pizarro et al., 2007) e fragmentos de coracdo e tecidos ndo sanglineos (Valadares et al., 2008)
sdo algumas das amostras bioldgicas empregadas para o diagndstico deste protozoario.

Estudos comparativos entre métodos de deteccdo parasitoldgicos diretos e indiretos
demonstrados na literatura (Breniere et al., 1995; Coronado et al., 2006; Russomando et al.,
1996; Shikanai-Yasuda et al., 1996; Pizarro et al., 2007; Zulantay et al., 2007) comprovam
que a PCR promove resultados satisfatorios de amplificacdo de DNA do T. cruzi, apoiando a
escolha desta técnica molecular na detecgdo do referido patdgeno.

Para a realizacdo da PCR, bem como de qualquer outra andlise molecular, o ideal é
que o DNA seja puro, integro e em grandes concentragdes, porém essas 3 caracteristicas nem
sempre sdo alcangadas simultaneamente. Para obtengdo do DNA nas condigcdes almejadas, a
amostra bioldgica tera que passar por um processo laboratorial denominado extracdo e
purificacdo do DNA, que dependendo dos reagentes empregados e das etapas realizadas nesse
processo, resultados de qualidade distinta poderdo ser alcancados. Quando um protocolo de
extragdo é testado, o que se almeja € um DNA de boa qualidade, ou seja, com as 3
caracteristicas descritas inicialmente.

Tem sido comprovado que em material clinico, uma das maiores limitagdes em obter
resultados confidveis na PCR é a presenca de substéncias inibidoras no material extraido, que
promovem a inibicdo da Taq polimerase (Panaccio; Lew, 1991; Bergallo, 2006), gerando
resultados falso-negativos. Com isso, alguns trabalhos, como o apresentado nesta dissertagéo,
dedicaram-se & avaliacdo comparativa de métodos de extracdo, cujos principios de acéo
diferem entre si (Trochimchuk et al., 2003; Desloire et al., 2006; Lardeux et al., 2008).

Para a extracdo do DNA, algumas etapas basicas devem ser executadas. A primeira

delas é o rompimento da membrana plasmatica para liberacdo dos constituintes celulares,
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entre eles o DNA (Hatefi; Hanstein, 1969; Chirgwin et al., 1979; Vogelstein; Gillespie, 1979;
Firestein; Gardner; Roeder, 1987), que pode ser conseguido por acdo quimica ou fisica sobre
a célula integra. No que se refere a acdo fisica, alguns protocolos empregam o aquecimento ou
o resfriamento para o rompimento da célula.

Um dos problemas relativos a eficiéncia de um método de extracéo relaciona-se com
esta lise inicial, visto que nas amostras em que 0 DNA esta protegido por muitas estruturas
bioldgicas, ha dificuldade na liberacdo de grandes quantidades deste material. Nestas
amostras, a quebra deve ser feita mais vigorosamente, como é o caso de espécimes de
artropodes.

Estruturas presentes nos artropodes podem interferir no processo de extracdo. Uma
destas estruturas € a cuticula, que apresenta uma composicdo complexa e € composta de
polissacarideos (quitina), lipideos e proteinas (Andersen; Hojrup; Roepstorff, 1995),
potenciais inibidores da PCR. Visto isso, verifica-se que o exoesqueleto quitinoso exige que
seja realizada uma técnica mais aprimorada de lise, visando uma ruptura satisfatoria dessa
estrutura para a liberagdo do DNA. Por este motivo, resolvemos adotar uma pré-etapa de lise
celular fisica através da maceracdo dos espécimes de triatomineos em todos os protocolos,
independente da utilizacdo desta etapa no protocolo de origem.

Entre os agentes quimicos podemos citar os detergentes, entre eles o0 SDS, 0 CTAB, o
sarcosil entre outros. Outra etapa importante é impedir que as DNAses exdgenas degradem o
DNA, o que é alcangado empregando tampdes de extracdo em torno do pH 8.0, pois o pH
ideal para agdo dessas enzimas é cerca de 7.0. Outra opc¢do tem sido adicionar, na solugdo
tampdo, quelantes de cétions divalentes como o EDTA. O EDTA age como quelante de
cations bivalentes, Mg*? e Ca*? que sdo co-fatores das DNAses (Sambrook; Manniatis;
Fritsch, 1989).

A etapa que se segue, apos a liberacdo dos constituintes celulares, é a separacdo do
DNA dos componentes celulares liberados. No caso do maior componente da célula animal,
as proteinas, a separacao é realizada por varios procedimentos; entre 0 mais difundidos esta o
emprego do fenol/cloroférmio. O fenol desnatura as proteinas tornado-as insolUveis na
camada aquosa, onde ficam os acidos nucléicos extraidos. No entanto, recomenda-se a adi¢ao
de agentes antioxidantes como o polivinilpirrolidona (PVA) ou polivinilpolipirrolidona
(PVPP), B-mercaptoetanol entre outros, ao tampao de extragdo, para evitar o efeito oxidativo
dos residuos dos polifendis, que possam vir a ficar na mesma camada de DNA.

Além das proteinas, os DNAs devem ser separados dos polissacarideos e de

compostos secundarios que estejam presentes na amostra biolégica, pois eles podem inibir a
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atividade da Taq polimerase. Com relacdo aos polissacarideos, é recomendado o uso do
detergente CTAB, uma vez que os acidos nucléicos e os polissacarideos possuem solubilidade
diferenciada na presenca desse detergente (Romano; Brasileiro, 1999).

Apos a separacdo dos &cidos nucléicos, dos constituintes celulares, a etapa final de
todo o processo de extracdo se constitui na precipitagdo do DNA liberado. A precipitacdo é
efetuada adicionando-se &lcool etilico e/ou isopropanol ao sobrenadante final com DNA.
Esses alcoois agem desidratando o DNA, e na presenca de sais e de glicogénio (carreador de
acidos nucléicos) a precipitagdo é potencializada. Adicionalmente, a centrifugacdo pode ser
associada a estes reagentes, a fim de acelerar o processo de precipitacdo (Lodish et al., 2005).

Seguindo essas etapas bésicas e outras complementares, que promovam a extragdo do
DNA de uma amostra bioldgica, varios protocolos in house estdo disponiveis na literatura
cientifica. Fica claro, porém que o emprego do protocolo ndo segue um critério de escolha
claramente definido ou que pardmetros tenham sido avaliados que justifiquem a sua escolha
na préatica laboratorial. De um modo geral isso se repete na elaboracdo de novos protocolos ou
na modificacdo dos ja existentes. No entanto, esse perfil € parcialmente distinto no que se
refere aos kits comercializados, onde na maioria das vezes o fabricante fornece indicacdes da
amostra bioldgica para o qual ele é recomendado, porém ficando em aberto as amostras
provenientes de artrépodes na maioria das vezes; faz exce¢cdo DNeasy Blood and Tissue Kit.

Os 8 protocolos testados realizam lise do material como etapa inicial do procedimento.
Dois tipos diferentes de lise celular foram empregados: fisico e quimico. Diferentemente da
maceragdo adotada em nossos experimentos, a lise celular fisica dos protocolos 01 e 04
consistiu na fervura (aquecimento a 100°C) das amostras para desestabilizagdo das
membranas e sua consequente ruptura.

A lise celular quimica foi utilizada nos demais protocolos. O protocolo 06 emprega a
guanidina-EDTA para a lise celular (Avila et al., 1991). Além de romper membranas, este
reagente funciona como conservante quando associado ao EDTA, por destruir qualquer
microorganismo que porventura tenha contato com a amostra. Esta € uma grande vantagem,
quando a amostra € coletada em campo, onde as condi¢des de trabalho sdo precérias, e
demanda tempo até processamento em laboratorio.

O tampao de lise, utilizado pelos demais protocolos (02, 03, 05, 07 e 08), consiste na
mistura de diferentes reagentes, cada um com uma atividade especifica. O componente
comum aos 5 protocolos é o Tris, agente tamponante que mantém o pH da solucdo levemente

basico €8,0), mantendo o DNA desprotonado e solivel em agua. Este reagente provoca
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alteracdo na permeabilidade da membrana celular, permitindo a saida do DNA (Sambrook;
Manniatis; Fritsch, 1989).

Outro componente bastante empregado é o EDTA, estando ausente apenas no tampao
do protocolo 02. Este composto inibe a acdo das DNAses, enzimas que clivam o DNA, pois
quelam metais utilizados como cofatores por estas enzimas, como o Mg e o Ca™
(Sambrook; Manniatis; Fritsch, 1989). O EDTA também atua na membrana celular de
microorganismos danificando-a através do aumento da sua permeabilidade (Ribeiro et al.,
2004). Este reagente foi um dos mais empregados nos métodos selecionados para esta
avaliagéo.

Detergentes também sdo adicionados a muitos tampdes de lise por atuarem no
rompimento das membranas celulares e ajudarem na liberagdo do DNA. Dois detergentes
podem ser encontrados nos protocolos selecionados, o Triton X-100 nos protocolos 02 e 03 e
0 SDS no protocolo 07 (Borém; Vieira, 2005).

Além dos reagentes citados anteriormente, o protocolo 02 faz uso da sacarose para lise
celular. O processo de ruptura promovido pela sacarose consiste na plasmolise das células. A
concentracdo do meio externo (solucdo com adicdo de sacarose) fica hipertdnica em relacéo
ao interior das células. Com isso, a agua do interior das células vai para 0 meio externo,
levando a ruptura celular.

O NaCl também é utilizado nos tampdes de extracdo (protocolos 03, 05, 07 e 08).
Apesar de ndo atuar no rompimento de membranas, este sal dissocia as proteinas ligadas aos
acidos nucléicos, neutraliza e estabiliza 0 DNA (Sambrook; Manniatis; Fritsch, 1989).

Outros dois reagentes utilizados desnaturam proteinas através da reducdo das pontes
dissulfeto. No protocolo 03 é utilizado o DTT, enquanto o B-mercaptoetanol faz parte do
tampdo do protocolo 08 (Vieira et al., 2006). A associagdo destes reagentes com o NaCl nos
tampdes de extracdo auxiliam na purificacdo da amostra.

Um diferencial do protocolo 08 ¢é a utilizacdo de CTAB, composto que é muito
utilizado em extragdes de plantas. A extragdo de DNA de vegetais com CTAB foi realizada
por Stange, Prehn e Arce-Johnson (1998), com obtencdo de quantidade satisfatoria de DNA
para analise por RAPD. Em 2008, Palomera-Avalos, Castro-Félix e Villalobos-Arambula
compararam dois métodos de extracdo, um com CTAB e outro com SDS. O CTAB
apresentou melhores resultados de concentracdo de DNA em relacdo ao SDS. Além disso, 0
grau de pureza das amostras extraidas pelo reagente em questdo (CTAB) apresentou-se dentro
da faixa ideal.
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Assim como ocorre em amostras vegetais, os triatomineos, por serem artrépodes, sdo
constituidos de polissacarideos (quitina), sendo vantajoso o CTAB na extragdo destas
amostras (Lo et al., 1996). Rampelotti et al. (2008) confirmam esta hipdtese, uma vez que
obtiveram sucesso na extracdo de DNA de espécimes de Tibraca limbativentris (Hemiptera:
Pentatomidae) quando utilizaram protocolos com CTAB.

Alguns métodos de extracdo combinam a lise celular fisica com a quimica, para maior
eficiéncia da lise celular (Halos et al., 2004). Esta associacdo permite a obtencdo de uma
maior quantidade de DNA, visto que cada lise exerce acdo sobre 0 mesmo alvo, porém de
maneiras diferentes e complementares.

Devido a importéncia da referida associacéo, para se obter maior superficie de contato,
maximizando-se a area de reacdo entre a amostra e 0s reagentes do tampdo, fez-se necessaria
uma pré-ruptura das estruturas quitinosas. Assim sendo, para efetivar a proposta de pesquisa
apresentada na presente dissertacdo, empregou-se como pré-etapa uma lise celular fisica feita
pela maceragdo das amostras de triatomineos. Através de pipeta e ponteira, com processos
repetitivos de choque mecanico, foi promovida a lise das paredes quitinosas comprimidas
contra as paredes do tubo de eppendorf. Esse processo como etapa preliminar de extracdo é
efetivamente mais eficaz, visto que o aumento do contato possibilita melhor performance do
protocolo utilizado e maior aproveitamento na obtengdo do DNA que é retirado da amostra.
(Halos et al., 2004)

A utilizagdo de ambas as lises celulares fisica e quimica é observada nos protocolos 03
e 06. No protocolo 06 a alta temperatura desnatura proteinas e promove 0 rompimento da
membrana celular e com isso a liberacdo do DNA, além da desnaturacdo parcial de proteinas
acima de 60°C, inclusive DNAses.

Ja o protocolo 03 faz um processo de resfriamento em nitrogénio liquido e
descongelamento a 60°C. Este estresse leva ao rompimento da membrana da célula que é
potencializado pela presenca de tampéo de lise durante este processo.

E possivel que a ndo visualizagdo de bandas de 330 pb em gel de agarose nos
protocolos que n&do realizam uma etapa de fervura tenha relagdo com a pouca disponibilidade
de alvos para amplificacdo devido a ndo desconcatenagdo da rede de minicirculos do kDNA
do T. cruzi promovida pela fervura. Entretanto, a fervura pode ndo ser o Unico fator de
desconcatenagdo dos minicirculos, uma vez que um dos protocolos com os melhores
resultados néo possui um etapa de fervura.

Reagentes desnaturantes podem ser utilizados para purificar a amostra. Como descrito

anteriormente, NaCl, DTT, B-mercaptoetanol e proteinase K desnaturam proteinas, impedindo
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que estas danifiquem o DNA em solucdo. Porem, as proteinas continuam em solucdo junto
com o DNA.

Classicamente, a associacdo fenol-cloroférmio € utilizada para purificar amostras de
DNA. Essa purificacdo também se baseia na desnaturacdo as proteinas tornando-as insoluveis
a fase aquosa, onde se encontram os &cidos nucléicos. O fenol é um forte desnaturante de
proteinas (remocdo por insolubilidade) que arrasta restos de tecido e proteinas digeridas para
o fundo do tubo, separando-os do DNA desejado. Para haver esta separacdo, o pH deve ser
7,0 ou maior (Alberts et al., 2004). Outro desnaturador de proteinas é o cloroférmio. Porém, a
combinacéo fenol-cloroférmio é mais eficiente do que a utilizagdo de somente um deles.

Apesar de ser um dos reagentes mais econdmicos e mais usados nos protocolos de
extracdo, o fenol é um composto altamente toxico. Residuos fendlicos inibem a Tag DNA
Polimerase e o fenol-cloroformio é vulnerdvel a oxidagdo (calor e luz). Outro problema do
fenol consiste em seu tamponamento quando este tem que ser feito no laborat6rio, que é uma
etapa demorada e exige uso de uma capela de exaustdo tomando os cuidados necessarios.

Os protocolos 02, 04, 06, 07 e 08 empregam o fenol-cloroférmio para separar as
proteinas do DNA, com o intuito de promover uma amostra pura, livre de inibidores. E
importante notar que residuos fenolicos inibem a Taq Polimerase, tornando-se necessaria uma
etapa adicional de remogdo destes residuos, que pode ser feita pela lavagem com cloroférmio,
como ocorre com o protocolo 06.

A proteinase K também é muito utilizada como procedimento adicional de digestédo
enzimatica de proteinas. Assim como o EDTA, a proteinase K inativa DNases. No entanto,
sua acdo consiste na digestdo completa das proteinas, impedindo a reativacdo destas (Ebeling
et al., 1974). Nos protocolos 02, 03, 05 e 07 ela é usada em associa¢do com o tampdo de lise,
ficando incubada com a amostra por um periodo de 1 a 15 horas (protocolos 02 e 05,
respectivamente).

Em todos os 12 protocolos, optamos por utilizar o espécime inteiro, pois quando da
sua aplicacdo com amostras do campo, seria possivel verificar o indice de positividade de
parasitas que tem uma parte do seu ciclo evolutivo fora do tubo digestivo, como na hemolinfa
e glandula salivar. Também em condigdes onde o espécime se encontra longo tempo em
jejum, ja tendo inicio o processo de autofagia (Junqueira, 2008, comunicdo pessoal), é de
suma relevancia que o inseto nao seja desmembrado, pois fica praticamente impossivel fazer
as separacOes de estruturas internas para analise pela PCR, como, por exemplo, o tubo
digestivo.

Considerando que a associacdo de etapas em um determinado protocolo ¢é
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imprescindivel para a obtencdo de um DNA de qualidade, Breniere et al., em 1992, foram
capazes de amplificar DNA de T. cruzi em fezes de triatomineos utilizando um protocolo que
aplicava apenas lise celular fisica e separagdo de proteinas por centrifugacdo. Entretanto,
esses resultados ndo foram alcangados em nossos experimentos, sugerindo que a associacéo
de lise celular fisica e quimica e processos mais apurados de purificacdo sdo necessarios para
extracdo de amostras de artropodes.

Por outro lado, a utilizagdo de CTAB mostrou-se eficiente na extracdo em amostras
com altas concentragdes de polissacarideos, como ocorre com artrépodes, corroborando com
resultados demonstrados por Desloire et al. (2006).

O baixo desempenho do protocolo 01, assim como de outros protocolos com
resultados ndo satisfatorios, pode ser explicado pelo balango entre a baixa concentracdo de
DNA e a alta concentragdo de proteinas, onde protocolos pouco eficientes apresentam
concentracdes de proteinas mais altas que a concentracdo de DNA (dados ndo mostrados).
Estes resultados podem estar relacionados com a ineficiéncia da etapa de purificacéo,
explicando os resultados discordantes nas amostras extraidas pelo protocolo 01 obtidos por
Breniere et al. (1992) e no presente estudo.

A provavel ineficiente purificacdo no protocolo 01, promovendo a ocorréncia de altas
concentracdes de proteinas, pode explicar a discordancia entre os valores de concentracéo de
DNA obtidos e a faixa esperada indicada pelo intervalo de confianga de 95%.

Na escolha de um protocolo de extragdo, além das caracteristicas intrinsecas da acéo
dos reagentes empregados no processo de extracdo do DNA, também devem ser consideradas
outras peculiaridades, como praticidade e custo. Protocolos ideais ndo séo apenas aqueles que
tém como resultante DNA puro, integro e em grandes concentragcdes, mas que apresentem
menor numero de etapas, menor tempo de execucdo e na preparacdo dos reagentes
(praticidade), bem como custo baixo para a realizagdo de todo o processo de extracdo
(Grutzmacher et al., 2002; Webster et al., 2003). O menor nimero de etapas, tempo de
execucdo e preparacdo dos reagentes, sdo particularidades importantes, principalmente
quando este DNA extraido for empregado no diagndstico por PCR. Quanto menor o nimero
de etapas, menor sera a chance de contaminagdo da amostra extraida com DNAs exdgenos e,
consequentemente, menor possibilidade de resultados falsos positivos.

Ainda em relacéo a praticidade e ao custo, estes pardmetros devem ser ponderados na
dindmica laboratorial, pois eles permitem avaliar a capacidade de um laboratério em
responder a demanda de procedimentos moleculares, seja ele de pesquisa ou de diagndstico
laboratorial de rotina.
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Em relacdo especificamente ao custo, este dependerda dos recursos de determinado
laboratorio, sendo estes limitantes na escolha do método de extracdo a ser empregado. Deve
ser resaltado que o custo com mao-de-obra para o preparo de solucdo para uma amostra serd o
mesmo gasto no preparo para varias amostras, sendo importante considerar este fato no
momento da analise do custo total.

O protocolo com os melhores resultados de concentracdo, pureza e amplificacéo
(protocolo 08) apresentou um baixo nimero de etapas de execucdo e 0s tempos despendidos
na execucao da extragdo e no preparo de reagentes foi intermediério. Entretanto, o protocolo
in house com os melhores resultados de praticidade foi o que obteve o pior rendimento
(protocolo 01).

O mesmo resultado pode ser verificado na avaliacdo do custo, onde o protocolo 08 é
intermediario, enquanto o 01 demonstra o menor custo final.

Em relagdo ao levantamento efetuado, os dados obtidos demonstraram que existem
inimeros kits no mercado e que muitas vezes uma Unica empresa fabricante é responsavel
pela comercializagdo de mais de um tipo, tornando dificil a escolha daquele a ser empregado
na amostra estudada.

Através da analise sistematica, verificamos que o QlAamp DNA Mini Kit foi
significativamente mais empregado que 0s outros dois nos dois primeiros critérios de selecdo,
sendo o segundo mais citado no terceiro critério. Como os kits QlAamp DNA Mini kit e
DNeasy Blood and Tissue Kit utilizam a mesma tecnologia de extracdo de DNA, optamos
pelo kit com o segundo maior nimero de citacBes para extracdo a partir de artropodes: o
Quantum Prep Aquapure Genomic DNA isolation kit - BioRad (2 cita¢des), porém este kit foi
descontinuado, sendo substituido por Instagene Matrix — BioRad (Santos; Neves; Junqueira,
2010). Observamos que 0s poucos artigos na literatura, no periodo analisado, que compararam
metodos de extracdo mostraram diferencgas na eficiéncia de cada método testado. Entretanto, a
falta de uniformidade nos par@metros para avaliar esta eficiéncia comprova a necessidade de
um estudo comparativo entre os métodos empregando parametros claramente definidos e
abrangentes.

Nossos resultados com o QIAamp DNA Stool Mini Kit mostraram maior eficiéncia que
0s outros dois kits e 0 reagente comercial. Isso pode ser atribuido, em parte, pela utilizacdo da
associacdo da membrana de silica com o InhibitEX Tablets (tablete - matriz), devido a ligacéo
do DNA a membrana e a adsorg¢do dos inibidores a matriz (Qiagen). Dados inversos foram
demonstrados na extragdo com o QlAamp DNA Mini Kit, o que pode ser explicado pela

incompleta remocdo de inibidores devido a ndo utilizacdo da matriz. Além disso, o grande
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nimero de células presentes em amostras de artropodes leva a saturacdo das membranas,
dificultando a remocé&o dos inibidores (Bextine et al., 2004).

Deve ser ressaltado que uma das restricdes do emprego dos kits que possuem a
membrana de silica é que existe um limite maximo de peso a ser utilizado para a extracéo, o
que pode ser compensando pelo uso de mais de uma coluna. Porém, isso acarretaria em um
aumento de custo.

No que se refere a praticidade, 0 DNAzol apresentou menos tempo em relagdo aos trés
kits; porém, o numero de etapas para realizacdo do protocolo foi menor empregando o
InstaGene Matrix.

O kit que foi o mais citado na literatura, 0 QIAamp DNA Mini Kit, demonstrou baixa
performance na extracdo a partir de artrépodes, ndo sendo possivel extrapolar estes resultados
para outras amostras, visto que bons resultados foram obtidos por Brinkman et al. (2004) e
Lee et al. (2009).

Quando comparado com os protocolos in house, 0 QlAamp DNA Stool Mini Kit
apresentou uma performance geral abaixo do protocolo 08, mesmo apresentando menores
tempos despendidos na execucdo do processo de extracdo e na preparagdo dos reagentes.
Resultados semelhantes foram verificados por outros autores (Desloire et al., 2006; Lardeux
et al., 2008).

Também foi demonstrado por Desloire et al. (2006) que kits que empregam coluna de
filtracdo, como o kit do protocolo 09, assim como o CTAB (presente no protocolo 08),
apresentaram 0s melhores resultados de extragdo com amostras de artrépodes. O outro kit
comparado por este autor, um kit baseado no uso de resina (InstaGene Matrix) mostrou baixa
eficiéncia na andlise comparativa, resultados também obtidos em nossos experimentos com o
mesmo Kit.

Uma hip6tese é que o material extraido pelo protocolo 11 (InstaGene Matrix) deve ser
passado pela matrix mais de uma vez, pois o presenca de uma grande quantidade de inibidores
(polissacarideos) extrapola a capacidade de ligacdo desses componentes as esferas da matriz
nas quais eles se ligam.

Apesar da similaridade entre métodos in house, assim como entre kits comerciais,
resultados divergentes séo relatados quando diferentes protocolos sdo comparados, pois 0
sucesso da extracdo depende de fatores como a amostra bioldgica, 0 DNA alvo da extracéo e a
presenca de inbidores nesta amostra (Trochimchuk et al., 2003; Bextine et al., 2004; Funada,
2009).

Os resultados demonstram que, em geral, protocolos com menos etapas apresentam
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menores porcentagens de amostras com grau de pureza ideal, podendo haver uma relacéo
direta quanto & maior remocao de inibidores em protocolos que empregam um maior nimero
de etapas.

Verificamos uma diferenca conforme o protocolo do modelo ninfal ou adulto para
grau de pureza, onde metade dos protocolos mostrou resultados distintos quando ambos os
estadios foram comparados. Esta diferenca pode ocorrer devido a diferenca na eficiéncia da
associagdo das etapas de cada protocolo, resultando em menor lise e/ou purificagdo em
amostras com mais células (adultos).

O mesmo raciocinio é valido para os resultados de nimero de bandas amplificadas.
Desconsiderando a concentracdo de parasitas empregada, a maior positividade foi relatada nas
amostras de ninfas, indicando que o menor nimero de componentes celulares neste estadio,
em comparagdo aos adultos, promove menor interferéncia na amplificagdo do fragmento de
DNA analisado.

Costa-Neves (2008) evidenciou que o protocolo 05 foi 0 mais eficiente na extracdo de
concentracdes distintas de T. cruzi em amostras de artropodes. Assim como observado por
Costa-Neves, também em nossas extracdes foi possivel amplificar bandas em amostras de
ninfas, confirmando a funcionalidade do método em artropodes. Entretanto, este resultado ndo
pode ser extrapolado para espécimes adultos, ndo utilizados neste estudo de 2008.

Em nossos resultados de amplificagéo, independente do protocolo, no qual todas as
amostras apresentavam inicialmente concentragdes distintas de parasitas, ndo foi obtida
amplificacdo em sua totalidade, o que confirma a importancia da qualidade do DNA para o
diagndstico por PCR. Algumas hipoteses sobre as diferencas nessas amplificacbes podem ser
levantadas, entre elas inibicdo da PCR e recuperacdo de DNA (Halos et al., 2004; Costa-
Neves, 2008).

Através da espectrofotometria, os resultados de concentracdo ndo apresentam, na
maioria dos resultados, uniformidade, inclusive com valores negativos (Romano; Brasileiro,
1999). Além de inibidores liberados pela lise celular, a presenca de uma grande quantidade de
material em suspensdo na amostras pode contribuir para a interferéncia na leitura
espectrofotométrica, resultando em uma medicdo imprecisa. A fim de testar esta hipétese,
realizamos dilui¢cbes mais altas de amostras negativas provenientes da extracéo pelo protocolo
01, porém este resultado foi mantido em dilui¢cGes até 1:1000, impossibilitando a estimativa
da concentracdo de DNA (dados ndo mostrados). Por esta falta de uniformidade, néo
indicamos a espectrofotometria para estimativa da concentragdo de DNA de amostras com

baixo grau de pureza, uma vez que o0s controles provenientes de cultura, que a principio
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apresentam menos impurezas que o macerado de tubo digestivo, ndo apresentaram valores
negativos. Ramos et al. (2006) relatam que o nivel elevado de impurezas associadas ao DNA
isolado a partir de sementes, colaborou para a reducdo na concentracdo de DNA extraido. Eles
verificaram que substéncias de reserva dificultam o isolamento do DNA, exigindo maior
namero de lavagens com solvente organico (cloroférmio-alcool isolamilico), durante as etapas
de extracdo.

A interferéncia na quantificacdo de DNA, através da medida espectrofotométrica, foi
demonstrada em um trabalho de comparacéo de métodos de estocagem de DNA e de métodos
de extracdo. Neste estudo, Coelho et al. (2004) relatam que as amostras de DNA de semém
apresentaram 0s maiores indices de contaminacdo. De acordo com o0s autores, esta
contaminagdo ocorreu devido & alta concentracdo de proteinas presentes nas amostras,
derivadas da gema de ovo empregada na conservacdo do sémem. Estes dados corroboram
nossos resultados de quantificacdo, devido a presenca de proteinas do vetro triatomineo nas
amostras extraidas

Uma recomendacdo para avaliar a funcionalidade da espectrofotometria nos protocolos
com resultados negativos seria realizar diferentes diluicbes do material extraido para
avaliacdo da manutencdo desta uniformidade, ou mesmo realizar a leitura em NanoDrop.
Inicialmente, as medidas espectrofotométricas foram repetidas, em alguns protocolos até 3
vezes, nas mesmas concentracOes inicialmente testadas, tendo o resultado negativo mantido.
Apos termos feito isso ndo tinhamos mais amostras para avaliar novas diluigdes, seja em
espectrofotobmetro ou em outro equipamento, como o sugerido NanoDrop, apesar deste
necessitar de quantidade pequena de amostra.

Em relacdo ao grau de pureza, a medida espectrofotométrica apresentou resultados
mais uniformes que os obtidos nas estimativas de concentracdo. Neste caso, a estimativa da
pureza pelo espectrofotdbmetro poderia ser mantida. Entretanto, faz-se necessario que 0s
tampdes sigam uma proporcao direta com o peso da amostra utilizada, a fim de possibilitar
maior remogao de impurezas.

Além dos bons resultados de praticidade e custo, o protocolo 09 demonstrou
resultados de coeficiente de variacdo relacionados a uma boa reprodutibilidade, ao contrério
do protocolo 08 e de 6 protocolos in house. A ndo realizacdo de extracOes a partir da mesma
amostra, visto que todo o triatomineo foi macerado e extraido, pode ter influenciado no
resultado final de reprodutibilidade.

Uma sugestdo para este problema seria que as amostras dos experimentos de
reconstituicdo fossem feitas com o dobro de triatomineo e de concentragdo de T. cruzi, 0 que
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permitiria a divisdo da amostra em duas e possibilitaria a extragdo da mesma amostras em
dois momentos diferentes.

A analise dos questionarios de opinido aplicados indica que a maioria dos profissionais
entrevistados possui doutorado completo, atua na area de pesquisa e tem periodo de atuacéo
de 5 a 9 anos na area. A maioria dos entrevistados utiliza kits comerciais, entretanto 50%
afirma fazer uso de ambos os métodos (kit e in house) e as amostras de sangue sdo as mais
frequentemente empregadas.

Em relagdo aos pardmetros de avaliagdo, os escores médios atribuidos a concentragéo,
pureza e reprodutibilidade ndo diferiram entre si do ponto de vista estatistico. Por outro lado,
0s escores médios destas variaveis foram significativamente mais altos do que os atribuidos a
praticidade e custo, sendo que na praticidade esses escores foram significantemente mais altos
que no custo. Assim, verificamos que concentracdo, pureza e reprodutibilidade tem grande
importancia quando da escolha de um método de extracdo, independente do tipo de amostra
empregada, enquanto, praticidade e custo revelaram-se pardmetros de relevancia reduzida,
quando comparados aos 3 anteriores. Isso ficou claro em nossos resultados pela constatagéo
de que a extracdo pelo protocolo 01 revelou alto grau de impurezas, ndo sendo capaz de
amplificar DNA do T. cruzi em nenhuma das amostras e, com isso, validando o protocolo 08
como ideal, uma vez que apresentou os melhores indices de pureza (91, 38%).

Em relacdo ao custo, deve ser enfatizado que anélise da importancia deste parametro
foi realizada pelos executores da extragdo, ndo sendo estes necessariamente 0s responsaveis
pela racionalizagdo dos gastos da empresa/instituicdo. O grau de importéncia atribuido ao
parametro custo poderia ser diferente caso a analise tivesse sido realizada pelos avaliadores de
custo da empresa/instituicdo. Devido a isso, ponderamos a necessidade de se estimar o custo
beneficio de cada protocolo testado e a relacéo entre eles, complementando a avaliagéo.

Ao analisar os parametros de amplificacdo, duas caracteristicas devem ser analisadas
em paralelo: nimero e intensidade de bandas. Alguns protocolos amplificam semelhantes
nameros de amostras, porém a intensidade das bandas obtidas pode variar. Assim, é possivel
afirmar que o protocolo que demonstra bandas mais intensas é capaz de detectar
concentragdes mais baixas de parasita. Isto ocorreu em nossos experimentos com a
amplificagdo das amostras extraidas com os protocolos 08 e 09, onde bandas mais intensas
foram registradas no método in house.

O reagente de coloracdo do gel pode ter relagdo com a observacdo de amostras
positivas. O brometo de etideo é o corante comumente empregado em protocolos de

eletroforese em gel de agarose. Sua toxicidade, entretanto, € uma desvantagem no seu uso
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como corante. O Gel Red® é também um corante para géis de agarose, o qual destaca-se por
ndo apresentar caracteristicas nocivas ao manipulador. Além disso, sua alta sensibilidade de
deteccdo (<50ng de DNA) possibilita a observagéo de bandas amplificadas cuja visualizagdo
ndo é possivel com a utilizagdo do brometo, como observamos em alguns de nossos
experimentos, aqui representado nas amostras de adultos extraidas pelo protocolo 8. A maior
capacidade de deteccdo do Gel Red® nos conduz indicd-lo como corante de géis de agarose,
proporcionando melhor percepcdo de amostras positivas, fato imprescindivel em estudos
clinicos e epidemioldgicos.

O teste exato de Fisher indicou ndo haver diferenga estatistica significativa entre os
protocolos 08 e 09 quanto ao numero de amostras amplificadas. Entretanto, nas amostras de
ninfas com concentracdo de 100 parasitas foi demonstrado que o protocolo 09 apresentou
resultados superiores aos do 08. Este resultado discordante pode ser explicado por erros na
diluicdo do T. cruzi ou na manipulacdo e extracdo das amostras. Estas etapas devem ser
repetidas com o intuito de esclarecer ou confirmar os resultados descritos.

Entretanto, ndo seria ideal analisar a eficiéncia de um método apenas por alguns
parametros isolados. E possivel que deteminado protocolo apresente bom desempenho em
determinado parametro, mas ndo seja satisfatorio em outro. Este fato foi verificado nas
extracGes com o protocolo 12, o qual foi capaz de amplificar a sequéncia de 330 pb do kDNA
do T. cruzi, porém seus resultados de concentragdo e pureza do DNA foram insatisfatérios.

A amplificacdo de diferentes sequéncias a partir da mesma amostra extraida pode
servir como um bom parametro para avaliar a performance do protocolo. Isso foi avaliado em
3 protocolos de diferentes performances, protocolos 01, 08 e 09, e confirmamos que o
protocolo 01 tem baixo rendimento, uma vez que nédo foi capaz de amplificar um fragmento
do citocromo b de triatomineo, fato possivel nos outros 2 protocolos. A ndo amplificacdo de
fragmento de citocromo b do triatomineo no protocolo 01 pode ser explicada pela alta
concentracédo de inibidores da PCR, assim como ocorreu com o fragmento do T. cruzi.

Apesar de, ao final de nossos estudos, verificarmos protocolos com resultados
satisfatorios, para aprimorar um protocolo para amostras com polissacarideos sugerimos
diminuir o tempo de incubagdo com tamp&o de lise e acdo de reagentes que fazem a
purificacdo da amostra, para diminuir o tempo total de extracdo e ser capaz de oferecer
resultados com maior rapidez.

Dentro da analise dos parametros avaliados, o protocolo 08 seria 0 mais indicado para
trabalhos de campo, pois apresentou maiores resultados de concentragdo de DNA total, pureza

dentro da faixa ideal e maior nimero de amostras com baixa concentracdo de parasitas
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positivas. Por outro lado, considerando a dindmica de um laboratério de rotina, o protocolo
ideal seria um com boa performance, mas que demandasse menor tempo de execucgéo total e
tivesse custo baixo, como é o caso do kit do QlAamp DNA Mini Kit (protocolo 09).

Para otimizacdo do protocolo 08 em amostras de triatomineos, e até mesmo outros
artrépodes, seria necessario diminuir o tempo de incubacdo em tampdo e precipitagdo com
etanol, através da realizacdo de testes com o intuito de verificar a ocorréncia de diferencas
significativas na acdo dos reagentes do tampéo sobre os polissacarideos e da quantidade de
DNA precipitado.

Considerando que um unico protocolo testado ndo mostrou-se ideal em todos os
parametros avaliados, sugerimos o desenvolvimento de um kit comercial que associe as
melhores caracteristicas de ambos 0s protocolos que apresentaram os melhores desempenhos.

Este kit deveria conter em seu tampéo de lise o composto CTAB, por ser eficiente
quando aplicado em amostras de artropodes, caracteristica imprescindivel para o diagndstico
de parasitos em seus vetores. Para a obtencdo de DNA com pureza satisfatoria, seria
necessario um composto adicional de purificagdo, como um solvente orgénico. Para facilitar a
realizacdo do método, todos os reagentes deveriam ser fornecidos prontos, eliminando o gasto
de tempo com preparo de reagentes.

Outro item importante a ser ponderado seria o tempo total de extracdo, que deveria ser
0 mais reduzido possivel, assim como a realiza¢do de poucas etapas de manipulacéo, a fim de
reduzir os riscos de contaminacdo externa da amostra. Também o custo do kit deveria ser
analisado de modo que sua aquisi¢do ndo fosse inviavel aos laboratorios.

Um kit comercial que associasse estas caracteristicas teria uma aplicacdo logistica
factivel em estudos epidemioldgicos, onde é importante verificar a prevaléncia de parasitos
circulantes em determinada area.

A preservacdo do material a ser extraido também exerce influéncia na obtencdo do
DNA, uma vez que o DNA ¢é degradado em amostras conservadas de maneira inadequada
(Gruzmacher et al., 2002). A nossa andlise foi efetivada a partir de amostras de triatomineos
vivos com jejum de 15 a 21 dias, porém o desempenho dos protocolos de extracdo também
deveriam ser analisados em triatomineos conservados sob diferentes métodos, a fim de atestar
a eficiéncia em material que ndo seja fresco. Esta etapa j& encontra-se em andamento no
Laboratdrio de Doencas Parasitarias IOC/FIOCRUZ.

Apesar de ndo se tratar de um avanco cientifico “per se”, segundo o revisor e membros
da banca de qualificacdo, temos plena certeza, através dos resultados que obtivemos, que o

tema estudado contribui com a ciéncia, uma vez que propiciard ndo s6 uma maior aten¢ao ao
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processo da extracdo de DNA, como conduzird a necessidade na melhora dos protocolos de
extragdo, tanto em tempo, como em nimero de etapas e qualidade do DNA extraido. Os
resultados foram t&o distintos, que o insucesso de algumas reacdes pode néo ter sido devido
ao protocolo da reagdo de amplificacdo, sendo que por obtencdo de um DNA de méa qualidade.
ObservacOes desta natureza, de certa forma, retardam o avango tecnoldgico nos métodos de
diagndstico que langcam mao da biologia molecular para deteccéo de agentes infecciosos.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados descritos, verifica-se que todos os protocolos, com excecdo do
01, sdo capazes de amplificar DNA de T. cruzi em macerados de triatomineos inteiros.

Do total de 12 protocolos, 7 foram capazes de detectar a concentragdo de 1 T. cruzi por
amostra extraida, independente do estégio testado (ninfa de 4° estagio ou adulto), e ndo houve
correlacdo com a concentracdo estimada de DNA total.

Além do bom rendimento na deteccdo do T. cruzi, os protocolos 08 e 09 mostraram-se
satisfatorios na amplificacdo de uma sequéncia do citocromo b dos triatomineos dos
macerados, podendo os referidos protocolos serem empregados em estudos com o vetor. Em
relagcdo aos demais protocolos, com excegdo do 01 que ndo apresentou nenhuma banda, esse
estudo deve ser mais aprofundado.

Os melhores resultados nos pardmetros concentragdo, grau de pureza e amplificacéo
por PCR, foram apresentados pelos protocolos 08 (in house) e 09 (QIAamp DNA Stool Mini
Kit), tendo o protocolo 08 mostrado maior concentracdo estimada de DNA total e extragdes
dentro da faixa de pureza, em relacdo ao 09 e a todos 0s outros protocolos. Porém, em relacéo
as variaveis que definiram o custo e a praticidade, o protocolo 09 mostrou ser mais econémico
e demanda menos tempo na sua execucdo quando comparado com o0s demais protocolos
testados. Dentro do questionario de opinido, que apontou o grau de pureza como parametro
mais importante, o protocolo mais indicado para amplificagdo de T. cruzi em amostras
extraidas de triatomineos seria o protocolo 08.

Como o protocolo 10 corresponde ao kit de extragdo com maior descricdo na literatura
cientifica e ele apresentou resultados inferiores aqueles obtidos pelos protocolos de melhor
rendimento nos parametros avaliados (08 e 09), verifica-se que ndo é o mais indicado para
extracdo de DNA de T. cruzi em amostras do vetor, sendo necessaria uma avaliacdo deste
método em outras amostras bioldgicas.

O protocolo de menor rendimento quanto a pureza (protocolo 01) foi aquele em que o
menor nimero de etapas foi realizado, o que pode ter sido consequéncia da ndo retirada de
inibidores e de uma menor precipitacdo do DNA.

Para obtencdo de melhores resultados de concentragio de DNA, pureza e
amplificacdo, considerando os resultados observados nesta dissertagdo, pode-se supor que um
protocolo necessita de uma lise celular eficiente (processo fisico associado & a¢do quimica de
reagentes), uma etapa de purificacdo para a remocdo de inibidores da PCR e de uma
precipitacdo do DNA obtido.
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A avaliacdo dos 12 protocolos sugere a importancia da realizacdo das 3 etapas bésicas
da extracdo (rompimento celular, purificacdo e precipitagdo do DNA), uma vez que quando
ndo cumpridas, separadamente ou na sua totalidade, como no protocolo 01, hd um
comprometimento na obtencdo de um DNA de qualidade. Neste protocolo, nenhum produto
foi amplificado nas 3 concentracGes de parasita, e a quantificagdo de DNA da maioria das
amostras extraidas apresentaram valores negativos, mostrando o fracasso na extracdo de DNA

de T. cruzi das amostras provenientes de triatomineo.
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8. APENDICES
Apéndice 1: Descricdo dos protocolos testados
Protocolo 01 (Modificado de Breniere et al., 1992)

e Distribuir 4gua ultra-pura em tubos eppendorf de 1,5 ml, conforme o volume
recomendado, sendo este proporcional ao peso do triatomineo;

OBS: O protocolo original recomenda empregar 200 pL de agua destilada por amostra de fezes de
triatomineo, porém alteramos esse volume, uma vez que ndo trabalhamos com excreta e sim com o
inseto inteiro. Para calcular este “novo” volume, pesamos o espécime e fizemos uma regra de trés,
considerando que 1g corresponde a 1ml*. Os volumes empregados encontram-se descritos na tabela
abaixo:

Faixa definida (g) Peso médio Espécie \olume de 4gua
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estdgio (Rb, Pme Ti) 0,53 mL (530 pL)
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 1,46 mL (1.460 uL)
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 2,4mL (2.400 pL) «

*0 artigo recomenda utilizar 200 pL de H,O destilada para 10 a 20 pL de fezes. Calculamos a média
entre esses valores, cujo resultado foi 15 pL.

e Em seguida, introduzir, com o auxilio de uma pinga, o espécime de triatomineo virgem de
infeccdo e com no minimo 3 semanas de jejum (ndo passar de 8 semanas), tendo o
cuidado para que a pinga ndo entre em contato com o liquido ou a parede do tubo. No
caso do controle positivo ndo utilizar espécime de triatomineo, mas apenas formas de T.
cruzi provenientes de cultura (vide etapa seguinte). Diferente do controle positivo, no
controle negativo empregar espécime de triatomineo;

e ApoOs introduzir o espécime no tubo, adicionar 30 pL de solucédo fisiologica (cloreto de
sodio a 0,9%) contendo formas flageladas de T. cruzi coletadas do tubo digestivo de
triatomineo, nas seguintes concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos. Essas formas deverdo ser
provenientes de triatomineos com 3 a 4 semanas de alimentagdo infectante. No caso do
controle negativo, empregar 30 pL de solugdo fisiologica sem adicdo de formas
evolutivas do parasita. No controle positivo adicionar 30 pL de solugdo fisioldgica
contendo formas evolutivas de T. cruzi provenientes de cultivo acelular-meio LIT,
também nas concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos (optamos por fazer apenas no maior
volume: 2400 pL «);

e Macerar bem o triatomineo, com o auxilio de uma pipeta automatica de 1 mL e ponteira
estéril com barreira. Ter cuidado para que a pipeta ndo entre em contato com o liquido ou
a parede do tubo. Independente disso, descontaminar a pipeta entre uma amostra e outra;

e ApOs macerar, ferver a amostra por 10 minutos (Britto et al., 1993). Passado os 10
minutos, deixar esfriar e distribuir o “macerado fervido” em dois ou trés tubos de
eppendorfs de 1, 5 mL (quantidades iguais);

e Centrifugar os tubos a 8000g (vide tabela de conversdo a seguir) por 10 minutos;

e Retirar 0 sobrenadante de cada um deles e transferir para um unico tubo de eppendorf de
1,5 mL ou 2 mL. Conservar/estocar o DNA extraido a -20°C.
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Protocolo 02 (Modificado de Shikanai-Yasuda et al., 1996)

e O protocolo original recomenda empregar a solugédo de extracdo (Triton-X 100 1%,
sacarose; 0,32 M; Tris-HCI 10 mM pH 7,5, MgCl, 5 mM) na proporcdo de 1 volume da
amostra (triatomineo) para 5 volumes de solugéo;

e Apos preparar a solucdo de extracdo, distribuir em tubos eppendorf de 1,5 ml, conforme o
volume recomendado, sendo este proporcional ao peso do triatomineo;

OBS: Para calcular este volume, pesar o espécime e fazer uma regra de trés, considerando que 1 g
corresponde a 1 ml**. Os volumes empregados encontram-se descritos na tabela abaixo;

Faixa definida (g) Peso médio Espécie Volume de tampéao
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estdgio (Rb, Pme Ti) 0,20 mL (200 pL)
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 0,55 mL (550 pL)
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 0,90 mL (900 pL)

e Em seguida, introduzir, com o auxilio de uma pinga, o espécime de triatomineo virgem de
infeccdo e com no minimo 3 semanas de jejum (ndo passar de 8 semanas), tendo o
cuidado para que a pinga ndo entre em contato com o liquido ou a parede do tubo. No
caso do controle positivo ndo utilizar espécime de triatomineo, mas apenas formas de T.
cruzi provenientes de cultura (vide etapa seguinte). Diferente do controle positivo, no
controle negativo empregar espécime de triatomineo;

e ApoOs introduzir o espécime no tubo, adicionar 30 pL de solucédo fisiologica (cloreto de
sodio a 0,9%) contendo formas flageladas de T. cruzi coletadas do tubo digestivo de
triatomineo, nas seguintes concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos. Essas formas deverdo ser
provenientes de triatomineos com 3 a 4 semanas de alimentagdo infectante. No caso do
controle negativo, empregar 30 pL de solucdo fisiologica sem adicdo de formas
evolutivas do parasita. No controle positivo adicionar 30 puL de solucdo fisioldgica
contendo formas evolutivas de T. cruzi provenientes de cultivo acelular-meio LIT,
também nas concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos (optamos por fazer apenas no maior
volume: 2400 pL «);

e Macerar bem o triatomineo, com o auxilio de uma pipeta automatica de 1 mL e ponteira
estéril com barreira. Ter cuidado para que a pipeta ndo entre em contato com o liquido ou
a parede do tubo. Independente disso, descontaminar a pipeta entre uma amostra e outra;

e Digerir com proteinase K (300 pg/mL) a 55°C por 1 hora. Informacéo repassada via e-
mail pelo ultimo autor do artigo (Dr. Kirchhoff), uma vez que a concentracdo descrita no
original é de 300 mg/mL. Os volumes encontram-se descritos na tabela abaixo:

Espécie Ptn K 20mg/mL Ptn K 20mg/mL
Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 3uL 6 uL
Adulto de Rb 8,25 pL 16,5 pL
Adultos de Pm e Ti 13,5 L 27 pL

e Inativar a enzima por 10 minutos a 95°C;

e Transferir o sobrenadante para um novo tubo;
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Adicionar igual volume de fenol-cloroférmio (pH 8,0), ao tubo contendo o sobrenadante
coletado. Seguimos o protocolo fenol-cloroférmio descrito no Sambrook, Manniatis e
Fritsch (1989) uma vez que os autores ndo detalham os procedimentos de extracéo;
Misturar até formar uma emulsdo e centrifugar a 12000 g por 10 minutos a temperatura
ambiente. Se a fase organica ou aquosa ndo ficarem bem separadas, centrifugar por mais
tempo ou a uma velocidade maior;

Apos centrifugacdo, transferir o sobrenadante para um novo tubo;

Descartar o tubo contendo a fase organica e a interface;

Adicionar fenol-cloroférmio (pH 8,0) em volume igual a fase aquosa obtida na primeira
centrifugacdo. Essa repeticdo foi sugerida no artigo original, porém sem detalhamento;
por isso seguimos o processo de fenol-cloroférmio descrito no Sambrook, Manniatis e
Fritsch (1989);

Misturar a amostra até formar uma emulséo;

Centrifugar a 12000 g por 10 minutos a temperatura ambiente;

Transferir o sobrenadante para um novo tubo;

Descartar a fase orgénica e a interface;

Adicionar 2 volumes de etanol absoluto, 50 pL de acetato de s6dio 3M e 1 pL de
glicogénio 20 mg/mL;

Transferir o tubo para um recipiente com gelo e deixar por 1 hora. Como o artigo original,
ndo entra em detalhamento sobre a precipitacdo, seguimos o processo de precipitacdo de
DNA descrito no Sambrook, Manniatis e Fritsch (1989);

Centrifugar a 12.000 g durante 15 minutos;

Verter o tubo para descarte do sobrenadante em béquer com agua sanitaria;

Rinsar o sedimento preenchendo o tubo com 500 pL de etanol 70%;

A seguir, verter o alcool em um béquer com agua sanitéria;

Deixar o tubo aberto, na bancada a temperatura ambiente, para evaporagédo do etanol;

Dissolver o pellet de DNA em 2 volumes de agua destilada;

Conservar/estocar o DNA extraido a -20°C e nunca realizar a PCR no dia da extragéo.
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Protocolo 03 (Modificado de Oskam et al., 1996)

e Adicionar o tampé&o de lise 1 (NaCl 50mM, Tris-HCI 50 mM pH 7,4, EDTA 10Mm pH
8,0, Triton X-100 1%, DTT 10mM), na concentracdo de 15uL/simulideo, de acordo com o
peso dos triatomineos;

OBS: Pesar o triatomineo e, considerando que 1 g corresponde a 1 ml, fazer uma regra de trés para
achar o volume sugerido, considerando a relacdo fornecida pelo artigo de 15 L/ simulideo, ou seja,
15 pL - 0,0004g (peso médio de simulideo da espécie Simullium guianense, fornecido pela Dra.
Verdnica Marchon). Considerando que desejamos obter o DNA do parasito e ndo do vetor,
utilizaremos apenas um quinto do volume calculado em relacdo a concentracdo indicada no artigo
original, pois o volume calculado iria diluir muito a amostra utilizada. Os valores encontram-se
descritos na tabela abaixo:

Faixa definida () Peso médio Espécie Volume 1/5 do volume
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pme Ti) 1.500 puL 300 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 5.250 pL 1.050 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 6.750 pL 1.350 pL

e Em seguida, introduzir, com o auxilio de uma pinga, o espécime de triatomineo virgem de
infeccdo e com no minimo 3 semanas de jejum (ndo passar de 8 semanas), tendo o
cuidado para que a pinga ndo entre em contato com o liquido ou a parede do tubo. No
caso do controle positivo ndo utilizar espécime de triatomineo, mas apenas formas de T.
cruzi provenientes de cultura (vide etapa seguinte). Diferente do controle positivo, no
controle negativo empregar espécime de triatomineo;

e Apos introduzir o espécime no tubo, adicionar 30 pL de solucédo fisiologica (cloreto de
sodio a 0,9%) contendo formas flageladas de T. cruzi coletadas do tubo digestivo de
triatomineo, nas seguintes concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos. Essas formas deverdo ser
provenientes de triatomineos com 3 a 4 semanas de alimentagdo infectante. No caso do
controle negativo, empregar 30 pL de solucdo fisiologica sem adicdo de formas
evolutivas do parasita. No controle positivo adicionar 30 puL de solugdo fisioldgica
contendo formas evolutivas de T. cruzi provenientes de cultivo acelular-meio LIT,
também nas concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos (optamos por fazer apenas no maior
volume: 2400 pL «);

e Macerar bem o triatomineo, com o auxilio de uma pipeta automatica de 1 mL e ponteira
estéril com barreira. Ter cuidado para que a pipeta ndo entre em contato com o liquido ou
a parede do tubo. Independente disso, descontaminar a pipeta entre uma amostra e outra;

e Passar o material homogeneizado por 4 ciclos, como segue:
1- Congelar em nitrogénio liquido
2- Descongelar em agua a 60°C

e Incubar por 1 hora a 60°C;

e Adicionar o segundo tampéo de lise 2 (NaCl 50mM, Tris-HCI 50 mM pH 7,4, EDTA
10Mm pH 8,0, Proteinase k 200ug/mL, Triton X-100 1%), na concentracdo de
80uL/simulideo, de acordo com o peso dos triatomineos (célculo realizado do mesmo
modo que o primeiro tampé&o). Os valores encontram-se descritos na tabela abaixo:
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Faixa definida () Peso médio Espécie Volume  1/5do volume

0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pme Ti)  8.000 uL 1.600 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 28.000 pL 5.600 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 36.000 pL 1.350 pL

e Incubar as amostras por 3 horas a 60°C;
e Centrifugar a 12000 g por 10 minutos;
e Transferir o sobrenadante para um novo tubo;

e Para prevenir a inibicdo da reacdo da PCR, o DNA isolado serd diluido 10 vezes e fervido
a 100°C por 5 minutos;

e Conservar/estocar o DNA extraido a -20°C e nunca realizar a PCR no dia da extracao.
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Protocolo 04 (Modificado de Silber et al., 1997)

e Adicionar agua ultra-pura de acordo com o peso dos triatomineos;

OBS: Pesar o triatomineo e, considerando que 1 g corresponde a 1 ml, fazer uma regra de trés para
achar o volume sugerido). Por ndo ser suficiente para cobrir o triatomineos, decidimos multiplicar o
valor encontrado por 10. Os valores encontram-se descritos na tabela abaixo:

Faixa definida (g) Peso médio Espécie Volume 10x o volume
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, PmeTi) 40 pL 400 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 110 pL 1.100 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 180 pL 1.800 pL

e Em seguida, introduzir, com o auxilio de uma pinga, o espécime de triatomineo virgem de
infeccdo e com no minimo 3 semanas de jejum (ndo passar de 8 semanas), tendo o
cuidado para que a pinga ndo entre em contato com o liquido ou a parede do tubo. No
caso do controle positivo ndo utilizar espécime de triatomineo, mas apenas formas de T.
cruzi provenientes de cultura (vide etapa seguinte). Diferente do controle positivo, no
controle negativo empregar espécime de triatomineo;

e ApoOs introduzir o espécime no tubo, adicionar 30 pL de solucédo fisiologica (cloreto de
sodio a 0,9%) contendo formas flageladas de T. cruzi coletadas do tubo digestivo de
triatomineo, nas seguintes concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos. Essas formas deverdo ser
provenientes de triatomineos com 3 a 4 semanas de alimentagdo infectante. No caso do
controle negativo, empregar 30 pL de solucdo fisiologica sem adicdo de formas
evolutivas do parasita. No controle positivo adicionar 30 puL de solugdo fisioldgica
contendo formas evolutivas de T. cruzi provenientes de cultivo acelular-meio LIT,
também nas concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos (optamos por fazer apenas no maior
volume: 2400 pL «);

e Macerar bem o triatomineo, com o auxilio de uma pipeta automatica de 1 mL e ponteira
estéril com barreira. Ter cuidado para que a pipeta ndo entre em contato com o liquido ou
a parede do tubo. Independente disso, descontaminar a pipeta entre uma amostra e outra;

e Ferver o macerado por 15 minutos;

e Adicionar fenol-cloroformio (pH 8,0) em volume igual ao da amostra (Seguimos o
processo de fenol-cloroférmio descrito no Sambrook, Manniatis e Fritsch (1989));

e Misturar a amostra até formar uma emulséo;

e Centrifugar a 12000 g por 10 minutos a temperatura ambiente. Se as fases ndo estiverem
separadas, centrifugar novamente por mais tempo ou a uma maior velocidade;

e Transferir o sobrenadante para um novo tubo;
e Repetir a extracdo com fenol-cloroférmio até ndo existir mais proteinas visiveis na

interface das fases agquosa e organica (normalmente apenas mais uma etapa é o
suficiente);
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Adicionar agua ultra-pura em volume igual ao da amostra do tubo original,;
Misturar a amostra até formar uma emulsao;
Centrifugar novamente a 12000 g por 10 minutos a temperatura ambiente;

Transferir o sobrenadante para 0 mesmo tubo contendo o sobrenadante retirado
anteriormente e, a seguir, adicionar fenol-cloroférmio (pH 8,0) em volume igual;

Misturar a amostra até formar uma emulsao;

Centrifugar a 12000 g por 10 minutos a temperatura ambiente;
Transferir o sobrenadante para um novo tubo;

Descartar a fase orgénica e a interface;

Adicionar igual volume de cloroférmio;

Misturar a amostra até formar uma emulséo;

Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Se as fases ndo estiverem
separadas, centrifugar novamente por mais tempo ou a uma maior velocidade;

Transferir o sobrenadante para um novo tubo;

Para precipitagdo do DNA, adicionar 1/10 do volume de acetato de sodio 3M
(concentracéo inicial) e misturar;

Posteriormente adicionar 2 volumes de etanol absoluto p.a. (merck ou similar) gelado (-
20°C) e misturar;

A sequir, transferir o tubo para um recipiente com gelo e deixar por 30 minutos;
Centrifugar a 12.000 g durante 10 minutos;

Remover o sobrenadante;

Preencher o tudo até a metade com etanol 70%;

Centrifugar a 12.000 g por 2 minutos a 4°C;

Remover o sobrenadante;

Deixar o tubo aberto, na bancada, para evaporacgdo do etanol a temperatura ambiente;
Dissolver o pellet de DNA em 25 uL de agua ultra-pura;

Conservar/estocar o DNA extraido a -20°C e nunca realizar a PCR no dia da extracéo.
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Protocolo 05 (Modificado de Aljanabi & Martinez, 1997)

12 Etapa:
e Distribuir o tampao de lise (NaCl 0,4M, Tris-HCL 10 mM pH 8.0, EDTA 2mM pH 8.0)
em tubos eppendorf de 1,5 pL;

OBS: No artigo é recomendado utilizar 400 uL de tamp&o de lise para uma amostra bioldgica com
peso de 50-100 mg. Considerando as faixas de peso dos triatomineos a serem empregados (ninfas e
adultos), optamos pelo peso médio recomendo no artigo (75mg) como base para calcular o volume a
ser empregado. Pesamos os espécimes e fizemos uma regra de trés, considerando que 1g corresponde a
1mL. Os volumes empregados encontram-se descritos na tabela abaixo, na faixa amarela.

Faixa definida (g) Peso médio Espécie Volume 1l Volume 2
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estdgio (Rb, PmeTi) 160 pL 213 puL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 440 pL 587 uL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 720 pL 960 L

* Considerando 400 pL para 0,100 g.
** Considerando 400 pL para 0,075 g.

e Em seguida, introduzir, com o auxilio de uma pinga, o espécime de triatomineo virgem de
infeccdo e com no minimo 3 semanas de jejum (ndo passar de 8 semanas), tendo o
cuidado para que a pinga ndo entre em contato com o liquido ou a parede do tubo. No
caso do controle positivo ndo utilizar espécime de triatomineo, mas apenas formas de T.
cruzi provenientes de cultura (vide etapa seguinte). Diferente do controle positivo, no
controle negativo empregar espécime de triatomineo;

e ApOs introduzir o espécime no tubo, adicionar 30 pL de solucédo fisiologica (cloreto de
sodio a 0,9%) contendo formas flageladas de T. cruzi coletadas do tubo digestivo de
triatomineo, nas seguintes concentragcfes: 1, 10 e 100 parasitos (incluir 1.000 e fazer
inicialmente apenas com R.brethesi) parasitas. Essas formas deverdo ser provenientes de
triatomineos com 3 a 4 semanas de alimentacdo infectante. No caso do controle negativo,
empregar 30 pL de solucéo fisiol6gica sem adicdo de formas evolutivas do parasita. No
controle positivo adicionar 30 pL de solucéo fisioldgica contendo formas evolutivas de T.
cruzi provenientes de cultivo acelular-meio LIT, também nas concentrac¢@es: 1, 10 e 100
parasitos (optamos por fazer apenas no maior volume: 960 pL«);

e Macerar bem o triatomineo, com o auxilio de uma pipeta automatica (no caso de utilizar
tubo de eppendorf) de 200 uL e ponteira estéril com barreira. Ter cuidado para que a
pipeta ndo entre em contato com o liquido ou a parede do tubo. Independente disso,
descontaminar a pipeta entre uma amostra e outra;

e O protocolo original recomenda adicionar 40 pL SDS 20% (concentracéo final de 2%) e 8
ML de proteinase K 20 mg/mL (concentracdo final 400 pg/mL), porém baseado nos
valores que alteramos inicialmente empregar 0s novos volumes na tabela abaixo:

Espécie Ptn K 20mg/mL Ptn K 20mg/mL
Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 21,3 pL 4,7 uL
Adulto de Rb 58,7 pL 12,9 pL
Adultos de Pm e Ti 96 pL 21,1 L
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Homogeneizar bem, batendo com o dedo no tubo;

Incubar a 65°C overnight em banho-maria.

28 Etapa:

O protocolo original recomenda adicionar 300 pL de NaCl a 6 M (NaCl saturado em agua)
de acordo com a tabela abaixo:

Espécie NaCl 6M
Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 159,75 pL
Adulto de Rb 440,25 pL

Adultos de Pm e Ti 720 pL

Passar em vortex por 30 segundos na velocidade méaxima;
Centrifugar por 30 minutos a 10.000 g;
Transferir o sobrenadante para outro tubo;

Adicionar volume igual de isopropanol (calcular o volume de sobrenadante retirado em
cada tubo). Homogeneizar bem a amostra e incubar a -20°C por 1 hora;

Centrifugar por 20 minutos a 10.000 g a 4°C (colocar centrifuga dentro da geladeira);
Verter o tubo para descarte do sobrenadante em um Becker com agua sanitaria;

Lavar o pellet com 500 ul de etanol a 70% (valor suficiente para preencher o tudo até
aproximadamente metade). N&o centrifugar;

Verter o tubo para descarte do sobrenadante para um Becker com dgua sanitaria;

Deixar o tubo aberto, na bancada, dentro da capela, para evaporacdo do etanol a
temperatura ambiente;

OBS: Né&o deixar o tubo muito tempo aberto (+ de 5 min), pois o contato com o ar dificulta a
dissolugéo do DNA.

Ressuspender o pellet de DNA com 300-500 puL (optamos por 400 L) de agua destilada
(utilizamos agua ultra-pura). A “ressuspensdo” do DNA tem melhor rendimento quando
efetuada lentamente;

Conservar/estocar o DNA extraido a -20°C. Nunca realizar a PCR no dia da extrag&o;
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Protocolo 06 (Modificado de Vallejo et al., 1999)

12 Etapa:
e Distribuir a solugdo de 6M guanidina hidrocloridrica/200mM EDTA (GuanidinaHCI-
EDTA=GE) em tubos eppendorf de 1,5 pL (Avila et al., 1993);

OBS: O protocolo original recomenda diluir em Guanidina-EDTA o contetdo fecal de diferentes
partes do tubo digestivo, na proporcdo de 1:1. Diferente do protocolo original, utilizamos um novo
volume que foi baseado na quantidade minima suficiente para “cobrir” o triatomineo dentro de um
tubo eppendorf de 1,5 pL. Os volumes empregados e sua relagdo com o peso do espécime
encontram-se descritos na tabela abaixo:

Faixa definida (g) Peso médio Espécie VVolume GE
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 500 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 1.100 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 1.500 pL

e Em seguida, introduzir, com o auxilio de uma pinca, o espécime de triatomineo virgem de
infeccdo e com no minimo 3 semanas de jejum (ndo passar de 8 semanas), tendo o
cuidado para que a pingca ndo entre em contato com o liquido ou a parede do tubo. No caso
do controle positivo ndo utilizar espécime de triatomineo, mas apenas formas de T. cruzi
provenientes de cultura (vide etapa seguinte). Diferente do controle positivo, no controle
negativo empregar espécime de triatomineo;

e ApGs introduzir o espécime no tubo, adicionar 30 pL de solucédo fisioldgica (cloreto de
sodio a 0,9%) contendo formas flageladas de T. cruzi coletadas do tubo digestivo de
triatomineo, nas seguintes concentragfes: 1, 10 e 100 parasitos. Essas formas deverdo ser
provenientes de triatomineos com 3 a 4 semanas de alimentacdo infectante. No caso do
controle negativo, empregar 30 pL de solucéo fisiologica sem adi¢do de formas evolutivas
do parasita. No controle positivo adicionar 30 pL de solugéo fisioldgica contendo formas
evolutivas de T. cruzi provenientes de cultivo acelular-meio LIT, também nas
concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos (optamos por fazer apenas no maior volume: 1500
HL—);

e Macerar bem o triatomineo, com o auxilio de uma pipeta automatica de 1 mL e ponteira
estéril com barreira. Ter cuidado para que a pipeta ndo entre em contato com o liquido ou
a parede do tubo. Independe disso, descontaminar a pipeta entre uma amostra e outra;

e ApOs macerar, reservar em temperatura ambiente por 1 semana (Britto et al., 1993). Essa
informacdo de uma semana ndo consta na artigo de Britto et al., mas foi repassada
verbalmente pelo referido primeiro autor. Esse periodo é importante para “acdo da
guanidina”.

2% Etapa:
e Ferver as amostras por 15 minutos (o tubo s6 devera ser colocado na agua ap6s a mesma
estar em ebuli¢cdo). N&o deixar mais que 15 min para néo haver degradacdo do DNA;

e No dia seguinte a fervura, retirar uma aliquota de 200 pL da amostra fervida, em vez de

duas como recomendado no protocolo original, e colocar em um tubo de eppendorf de 1,5
mL;
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Adicionar 200 L fenol-cloroférmio (pH 8,0) a amostra aliquotada. Seguimos o protocolo
de fenol-cloroférmio descrito no Sambrook, Manniatis e Fritsch (1989) uma vez que o
autor ndo detalha os procedimentos de extragéo;

Misturar até formar uma emulséo;

Centrifugar a 12000 g por 10 minutos a temperatura ambiente. Se as fases organica e
aquosa ndo ficarem bem separadas, centrifugar por mais tempo ou a uma velocidade
maior;

Apos centrifugacdo, transferir o sobrenadante para um novo tubo;

Adicionar igual volume de agua ultra-pura ao tubo contendo o sedimento (fase orgénica e
interface) da primeira centrifugacdo. Exemplo: se obtiver 100 mL de fase organica mais
interface, adicionar 100 ml de &gua ultra-pura. Misturar bem até formar uma emulséo.
Centrifugar novamente a 12000 g por 10 minutos a temperatura ambiente;

Apos centrifugar, transferir o sobrenadante para 0 mesmo tubo contendo o sobrenadante
retirado inicialmente. Descartar o tubo contendo a fase organica e a interface;

Adicionar igual volume de cloroférmio saturado, ao tubo contendo os dois sobrenadantes
coletados;

Misturar até formar uma emulsao;

Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Se as fases ndo estiverem
separadas, centrifugar novamente por mais tempo ou a uma maior velocidade;

Apos a centrifugacdo, transferir o sobrenadante para um novo tubo e quantificar o volume
obtido;

Precipitar o DNA, adicionando 1/10 do volume de acetato de s6dio 3M (concentragdo
inicial) e logo a seguir 2 volumes de etanol absoluto p.a. (merck ou similar) gelado (-
20°C). Homogeneizar e transferir o tubo para um recipiente com gelo e deixar por 30
minutos;

Passado os 30 minutos, centrifugar a 12.000g durante 10 minutos;

Apos centrifugacdo, descartar o sobrenadante. O descarte deve ser efetuado vertendo o
tubo em um Becker pequeno contendo hipoclorito. Ter cuidado para que o tubo néo entre
em contato com o hipoclorito;

Deixar o tubo aberto, contendo o pellet de DNA, dentro em um heat block com objetivo
de promover a evaporacao do etanol “residual”, por cerca de 5 a 10 minutos. Sobre o tubo
aberto colocar um tampa grande de plastico do tamanho do bloco;

Ressuspender o pellet de DNA adicionando “lentamente” 30 pL de éagua destilada
(utilizamos agua ultra-pura). A “ressuspensdo” do DNA tem melhor rendimento quando
efetuada lentamente;

Conservar/estocar O DNA extraido a -20°C e nunca realizar a PCR no dia da extracao.
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Protocolo 07 (Modificado de Hamano et al., 2001)

e Adicionar tampéo de lise (Tris HCl 10 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, SDS
0,1%) na quantidade referente ao peso do triatomineo;

OBS: Valores baseados no protocolo modificado de Aljanabi & Martinez (1997), o qual apresentou,
no estudo-piloto, os melhores resultados de amplificacdo, ao invés de 200 pL como sugerido no artigo
original.

Faixa definida (g) Peso médio Espécie Volume 1l Volume 2
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estdgio (Rb, PmeTi) 160 pL 213 puL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 440 pL 587 uL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 720 pL 960 pL

* Considerando 400 pL para 0,100 g.
** Considerando 400 pL para 0,075 g.

e Em seguida, introduzir, com o auxilio de uma pinca, 0 espécime de triatomineo virgem de
infeccdo e com no minimo 3 semanas de jejum (ndo passar de 8 semanas), tendo o cuidado
para que a pin¢a ndo entre em contato com o liquido ou a parede do tubo. No caso do
controle positivo ndo utilizar espécime de triatomineo, mas apenas formas de T. cruzi
provenientes de cultura (vide etapa seguinte). Diferente do controle positivo, no controle
negativo empregar espécime de triatomineo;

e ApGs introduzir o espécime no tubo, adicionar 30 pL de solucédo fisioldgica (cloreto de
sodio a 0,9%) contendo formas flageladas de T. cruzi coletadas do tubo digestivo de
triatomineo, nas seguintes concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos. Essas formas deverdo ser
provenientes de triatomineos com 3 a 4 semanas de alimentacdo infectante. No caso do
controle negativo, empregar 30 pL de solugdo fisiologica sem adi¢do de formas evolutivas
do parasita. No controle positivo adicionar 30 pL de solucéo fisioldgica contendo formas
evolutivas de T. cruzi provenientes de cultivo acelular-meio LIT, também nas
concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos (optamos por fazer apenas no maior volume: 1500
HL—);

e Macerar bem o triatomineo, com o auxilio de uma pipeta automatica de 1 mL e ponteira
estéril com barreira. Ter cuidado para que a pipeta ndo entre em contato com o liquido ou
a parede do tubo. Independe disso, descontaminar a pipeta entre uma amostra e outra;

e Adicionar proteinase K 10 mg/mL (concentracdo final 200 pg/mL) baseado nos valores
descritos na tabela abaixo:

Espécie Ptn K 10mg/mL
Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 4,26 uL
Adulto de Rb 11,74 pL
Adultos de Pm e Ti 19,2 uL

e Reservar a 37°C por 2 horas;
e Adicionar fenol-cloroformio (pH 8,0) em volume igual ao da amostra;
e Misturar a amostra até formar uma emulsao;
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Centrifugar a 12000 g por 10 minutos a temperatura ambiente Se as fases ndo estiverem
separadas, centrifugar novamente por mais tempo ou a uma maior velocidade;

Transferir o sobrenadante para um novo tubo;
Descartar a fase organica;

Adicionar igual volume de cloroférmio;
Misturar a amostra até formar uma emulsao;

Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Se as fases néo estiverem
separadas, centrifugar novamente por mais tempo ou a uma maior velocidade;

Transferir o sobrenadante para um novo tubo;

Precipitar o DNA, adicionando 1/10 do volume de acetato de sddio 3M (concentracgao
inicial) e logo a seguir 2,5 volumes de etanol absoluto p.a. (merck ou similar) gelado (-
20°C). Homogeneizar e transferir o tubo para um recipiente com gelo e deixar por 30
minutos;

Passado os 30 minutos, centrifugar a 12.000g durante 10 minutos;

Apos centrifugacdo, descartar o sobrenadante. O descarte deve ser efetuado vertendo o
tubo em um Becker pequeno contendo hipoclorito. Ter cuidado para que o tubo ndo entre
em contato com o hipoclorito;

Deixar o tubo aberto, contendo o pellet de DNA, dentro em um heat block com objetivo de
promover a evaporagdo do etanol “residual”, por cerca de 5 a 10 minutos. Sobre o tubo
aberto colocar um tampa grande de plastico do tamanho do bloco;

Ressuspender o pellet de DNA adicionando “lentamente” em 100 pL de agua destilada
(utilizamos agua ultra-pura). A “ressuspensdo” do DNA tem melhor rendimento quando
efetuada lentamente.

Conservar/estocar o DNA extraido a -20°C e nunca realizar a PCR no dia da extragéo.
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Protocolo 08 (Modificado de Desloire et al., 2006)

Distribuir o tampéo de lise (CTAB 2%, NaCl 1,4M, Tris-HCI 100 mM pH 8,0, EDTA 20
mM, B-mercaptoetanol 0,2%) pré-aquecido a 65°C, na quantidade referente ao peso do
triatomineo nos tubos;

OBS: O artigo original relata que o D. gallinae pesa 11 mg (0,01g) e utiliza 200 uL de tampdo de lise.
Fazendo as devidas corre¢fes com 0s pesos dos triatomineos, chegamos aos valores descritos na tabela

abaixo:

Faixa definida (g) Peso médio Espécie \olume do tampéo
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 800 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 2.200 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 3.600 pL

Em seguida, introduzir, com o auxilio de uma pinca, o espécime de triatomineo virgem de
infeccdo e com no minimo 3 semanas de jejum (ndo passar de 8 semanas), tendo o
cuidado para que a pingca ndo entre em contato com o liquido ou a parede do tubo. No caso
do controle positivo ndo utilizar espécime de triatomineo, mas apenas formas de T. cruzi
provenientes de cultura (vide etapa seguinte). Diferente do controle positivo, no controle
negativo empregar espécime de triatomineo;

Apos introduzir o espécime no tubo, adicionar 30 pL de solucdo fisioldgica (cloreto de
sodio a 0,9%) contendo formas flageladas de T. cruzi coletadas do tubo digestivo de
triatomineo, nas seguintes concentragfes: 1, 10 e 100 parasitos. Essas formas deverdo ser
provenientes de triatomineos com 3 a 4 semanas de alimentacdo infectante. No caso do
controle negativo, empregar 30 pL de solucéo fisiologica sem adi¢do de formas evolutivas
do parasita. No controle positivo adicionar 30 pL de solugéo fisiolégica contendo formas
evolutivas de T. cruzi provenientes de cultivo acelular-meio LIT, também nas
concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos (optamos por fazer apenas no maior volume: 1500
HL—);

Macerar bem o triatomineo, com o auxilio de uma pipeta automatica de 1 mL e ponteira
estéril com barreira. Ter cuidado para que a pipeta ndo entre em contato com o liquido ou
a parede do tubo. Independe disso, descontaminar a pipeta entre uma amostra e outra;
Incubar a amostra a 65 °C por 1 hora;

Adicionar 1 volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1);

Centrifugar a 12000 g por 10 minutos a temperatura ambiente. Se as fases néo estiverem
separadas, centrifugar novamente por mais tempo ou a uma maior velocidade;

Transferir o sobrenadante para um novo tubo;
Adicionar 1 volume de isopropanol;

Reservar a amostra -20°C por 2 horas;
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Centrifugar a 18000 g por 30 min;

Descartar o sobrenadante;

Adicionar 300 pL de etanol 70% ao pellet;

Centrifugar a 12.000 g por 2 minutos a 4°C;

Remover o sobrenadante;

Secar por 10-15 min a 50°C (heat block);

Ressuspender o pellet de DNA adicionando “lentamente” 20 pL de agua destilada
(utilizamos agua ultra-pura). A “ressuspensdo” do DNA tem melhor rendimento quando

efetuada lentamente;

Conservar/estocar o DNA extraido a -20°C e nunca realizar a PCR no dia da extracéo.
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Protocolo 9
KIT: QIAamp DNA Stool Mini Kit
(Protocolo para isolamento do DNA em fezes de organismos patogénicos)

e Com auxilio de uma pinca, transferir o exemplar de triatomineo para um tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml (eppendorf) e este para o gelo. Reservar por 10 minutos;

OBS: Como recomendado pelo fabricante, nos verificamos antes 0 peso de um triatomineo e a seguir
fizemos a correlacdo com o peso estabelecido (180-220 mg). Para efetuar a correlacdo, empregamos o
valor médio (200 mg) compreendido entre os valores estabelecidos (180-220 mg) e realizamos a
conversdo com base no peso dos exemplares a serem testados.

Faixa definida (g) Peso médio Espécie \olume de tampé&o ASL
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 280 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 770 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 1.260 pL

e Adicionar o volume re-calculado do tampéo ASL, conforme a tabela acima;

e Em seguida, adicionar 30 pL de solugdo fisiologica (cloreto de sédio a 0,9%) contendo
formas flageladas de T. cruzi coletadas do tubo digestivo de triatomineo, nas seguintes
concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos. Essas formas deverdo ser provenientes de
triatomineos com 3 a 4 semanas de alimentacdo infectante. No caso do controle negativo,
empregar 30 pL de solugdo fisiolégica sem adicdo de formas evolutivas do parasita. No
controle positivo adicionar 30 L de solugéo fisioldgica contendo formas evolutivas de T.
cruzi provenientes de cultivo acelular-meio LIT, também nas concentra¢fes: 1, 10 e 100
parasitos (optamos por fazer apenas no maior volume: 1260 pL«);

e Macerar bem o triatomineo, com o auxilio de uma pipeta automatica de 1 mL e ponteira
estéril com barreira. Ter cuidado para que a pipeta ndo entre em contato com o liquido ou
a parede do tubo. Independe disso, descontaminar a pipeta entre uma amostra e outra;

e Logo a seguir, com o auxilio de uma ponteira estéril com barreira, macerar o triatomineo;

e Apds o exemplar ficar em pedacos, passar o tubo com 0 macerado no vortex e deixar por
1 minuto ou até que a amostra esteja completamente homogeneizada;

e ApbOs passar no vortex, aquecer a suspensdo por 5 minutos a 70°C em placa de
aquecimento. Logo a seguir, com o auxilio de uma ponteira estéril com barreira,
novamente macerar o triatomineo. Esse aquecimento aumenta a recuperagdo do DNA total
e ajuda na lise de bactérias e outros parasitas;

e Passar novamente no vortex durante 15 segundos e a seguir centrifugar rapidamente a
12.000 rpm por 1 min para “ agregar as particulas maiores do macerado” e com isso a
formacdo de um pellet;

e Transferir um volume determinado do sobrenadante para um tubo de microcentrifuga de 2

ml. O volume sugerido pelo fabricante € de 1,2 ml, porém seguir a correlacdo com o peso
estabelecido do triatomineo (vide tabela a seguir). Descartar o pellet;
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Faixa definida (g) Peso médio Espécie Volume de tampédo ASL

0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 240 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 660 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 1.080 pL

Nota: I. Os tubos usados devem ser grandes o

suficiente para acomodar um Inhibitex Tablet.
Il. Transferéncia de pequenas quantidades de material de sedimento ndo afetard o
procedimento.

e Adicionar 1 tablete de InhibitEX em cada tubo contendo o sobrenadante e passar no
Vortex imediatamente e continuamente por 1 minuto ou até que o tablete fique totalmente
dissolvido (informacdo fornecida pelo fabricante). Incubar a suspensdo por 1 min em
temperatura ambiente para permitir adsor¢do dos inibidores & matriz InhibitEX;

e Centrifugar a amostra a velocidade de 12000 rpm por 4 minutos para que os inibidores
ligados a matriz do InhibitEX formem um pellet;

e Pipetar todo o sobrenadante para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml (ndo
fornecido) e descartar o sedimento (pellet);

e Centrifugar o sobrenadante na velocidade de 12000 rpm por 4 min;

Nota: Transferéncia de pequenas quantidades de material sedimentado a partir do passo 7 ndo afetara
0 procedimento.

e Pipetar um volume determinado de proteinase K para um tubo de microcentrifuga de 1,5
ml (ndo fornecido). Alterar o volume de 15 ul de proteinase k, estabelecido pelo
fabricante, segundo a relacdo peso/volume utilizado inicialmente, conforme tabela a
sequir:

Faixa definida (g) Peso médio Espécie Proteinase K
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 3L
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 8,25 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 13,5 L

e Pipetar um volume determinado do sobrenadante centrifugado por 4 min na etapa 8 para o
tubo de microcentrifuga ja contendo a proteinase K. O volume de sobrenadante
recomendado pelo fabricante é de 200ul, porém alterar o volume estabelecido segundo a
relacdo peso/volume utilizado inicialmente, conforme tabela a seguir:

Faixa definida (g) Peso médio Espécie Sobrenadante
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 40 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 110 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 180 pL

e Adicionar o tampdo AL ao tubo contendo o Ultimo sobrenadante da etapa 8 mais a
proteinase K. Alterar o volume de 200 pL de tampdo AL, estabelecido pelo fabricante,
segundo a relacdo peso/volume utilizado inicialmente (tabela a seguir) e passar no Vortex
por 15 segundos;
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Faixa definida (g) Peso médio Espécie Tampao AL

0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 40 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 110 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 180 pL

Nota: N&o adicionar proteinase K diretamente no tampdo AL. E essencial que a amostra e a solucéo
tampdo AL sejam misturadas para formar uma solucdo homogénea.

e Incubar a 70°C por 10 minutos, porém antes centrifugar brevemente (spin) para remover
as gotas de dentro da tampa do tubo (opcional);

e Passado os 10 minutos, adicionar o etanol PA de boa qualidade (100%) ao lisado. Alterar
0 volume de 200 pL de etanol, estabelecido no protocolo, segundo a relagéo peso/volume
utilizado inicialmente (tabela abaixo) e passar no Vortex por 15 segundos. Feito isso
centrifugar brevemente (spin) para remover as gotas de dentro da tampa do tubo
(opcional);

Faixa definida (g) Peso médio Espécie Etanol
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 40 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 110 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 180 pL

e A seguir, tomando cuidado para ndo umedecer o aro, passar todo o lisado (volume
maximo total= 553,5 ul) pela QlAamp spin column (coluna). Feche a tampa e centrifugue
a velocidade maxima (aproximadamente 14000 rpm) por 1 min. Passado 1 minuto,
transferir cuidadosamente a coluna para um novo tubo (vem no kit) de 2 ml, e descartar o

tubo contendo o filtrado anterior;
Nota. I. Fechar a coluna antes de cada centrifugacéo, a fim de evitar a formacgao de aerossoéis durante a
mesma.
I1. Se todo o lisado ndo tiver passado através da coluna, apds a centrifugacdo, centrifugar
novamente até que a coluna (QIAamp spin column) esteja vazia.

e Cuidadosamente abra a coluna e adicione o volume estabelecido na tabela abaixo do
tampdo AW 1. Feche a tampa e centrifugue a toda velocidade (aproximadamente 14000
rpm) por 1 min. Passado 1 minuto, transferir cuidadosamente a coluna para um novo tubo
de 2 ml (vem no kit), e descartar o tubo contendo o filtrado anterior;

Faixa definida (g) Peso médio Espécie Tampédo AW1
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 100 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 275 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 450 pL

e Pela terceira vez, abra a coluna e adicione o volume estabelecido na tabela abaixo de
tampdo AW2. Feche a tampa e centrifugue a toda a velocidade (aproximadamente 14000
rpm) por 3 min. Descartar o tubo de coleta contendo o filtrado;

Faixa definida (g) Peso médio Espécie Tampao AW?2
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 100 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 275 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 450 pL
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Nota: O residuo do tampdo AW2 no eluido pode causar problemas nas aplicacfes. Algumas
centrifugas podem vibrar em desaceleragdo resultando, no fluxo continuo, onde o Tampao AW?2 pode
entrar em contato com o QlAamp spin column. Retirar a coluna e o tubo de coleta a partir do rotor
também pode causar fluxo podendo entrar em contacto com o QlAamp spin column.

e Passado 0s 3 min, cologue a coluna em um novo tubo de 2 ml (n&o fornecido) e descarte o
tubo anterior com o filtrado. Centrifugue a velocidade maxima (14000 rpm) por 1 min.
Este passo ajuda a eliminar a possibilidade de contaminagdo do tampéo AW?2,;

e Transfira a coluna para um 5° tubo (caso efetue a etapa 17) de microcentrifuga 1,5 ml (ndo
fornecido). Cuidadosamente abra a coluna e pipetar o volume estabelecido na tabela
abaixo de Tampdo AE diretamente na membrana QlAamp. Feche a tampa e incubar
durante 1 min a temperatura ambiente e, em seguida, centrifugar a velocidade maxima
(aproximadamente 14000 rpm) por 1 min para eluicdo de DNA,;

Faixa definida (g) Peso médio Espécie Tampdao AE
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 40 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 110 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 180 pL

Nota: |. Para obter melhores resultados da PCR, utilize o minimo de liquido possivel no
procedimento; o volume de liquido utilizado como modelo ndo deve exceder 10% do volume
final da mistura de PCR. Além disso, nota-se que grandes quantidades de DNA podem inibir a
PCR. O rendimento do DNA ¢ tipicamente 15-60 g, mas, dependendo da amostra individual
de fezes e a forma como ele foi armazenado, pode variar de 5 a 100 mg. Concentracdo de
DNA é tipicamente 75-300 ng / pl.

e O material filtrado deve ser conservado/estocado a -20°C e nunca realizar a PCR no
dia da extracao.
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Protocolo 10
KIT: QlIAamp DNA Mini Kit
(Protocolo para isolamento do DNA de tecido)

e Colocar o triatomineo em um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, adicionar PBS
conforme valores estabelecidos na tabela abaixo e macerar bem o triatomineo com o
auxilio de uma ponteira estéril com barreira;

e Em seguida, a mistura foi aquecida a 100°C por 10 min. Esta escolha foi baseada nos
trabalho de Britto et al., (1993) que demonstra que a fervura por 5 min a 100°C causa a
linearizacdo da maioria dos minicirculos do KDNA. Optamos pelo tempo de 10 min, pois
verificamos que no tempo de 5 min 0 kDNA ainda ndo esta totalmente linearizado e em
15 min, apesar de totalmente linearizado, 0 kKDNA comeca a ser degradado (Britto et al.
Mem Inst Oswaldo Cruz, Vol. 88; 171-2. 1993);

Faixa definida (g) Peso médio Espécie \olume de PBS
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 128 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 352 uL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 576 pL

e O protocolo sugere transferir 25 pL, porém colocaremos 30 pL do macerado fervido para
um novo tubo de 1,5 mL e adicionar 100 pL de tampédo ATL,;

e Adicionar 20 pL proteinase K, passar em vortex e incubar a 56°C por 3 horas. Durante as
3 horas de incubacao, passar em vortex 2 vezes: 1° vortex apds a primeira hora e 2° vortex
apos a segunda hora de incubag&o, para dispersar a amostra;

e Centrifugar brevemente (spin) o tubo de 1,5 ml de microcentrifuga para remover as gotas
do interior da tampa;

e Adicionar 200 pL de tampédo AL, passar em pulse-vortex por 15 seg e incubar a 70°C por
10 min;

e Passados os 10 min, centrifugar brevemente o tubo de 1,5 ml para remover gotas do
interior da tampa.

Nota:l. E essencial que a amostra e o tampdo AL sejam bem misturados para produzir uma solucéo
homogeénea.

Il. Um precipitado branco pode se formar com a adi¢do de tampdo AL, que, na maioria dos
casos, se dissolve durante a incubacdo a 70°C. O precipitado ndo interfere no procedimento.

e Apo0s o spin, adicionar 200 pL de etanol PA de boa qualidade (100%) ao lisado e passar
em pulse-vortex por 15 s. A seguir, brevemente centrifugar o tubo de 1,5 ml para remover
gotas do interior da tampa.

Nota: I. E essencial que a amostra, o tamp&o AL e o etanol sejam bem misturados para produzir uma
solucdo homogénea.

II. Um precipitado branco pode se formar com a adicio de etanol. E essencial aplicar todo o
sedimento na QlAamp Mini spin column (etapa seguinte). O precipitado ndo interfere no
procedimento.
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I11. N&o usar alcool diferente do etanol, pois pode resultar na diminuicdo da obtencdo de DNA.

e Transferir cuidadosamente (com o auxilio de uma pipeta com barreira) a mistura do passo
6 (incluindo o precipitado) para a QlAamp Mini spin column (que ja deve estar acoplada a
um tubo de 2 ml), sem molhar a borda do tubo. Fechar a tampa,
e centrifugar a 6000g (8000 rpm) por 1 min. Transferir a coluna para um tubo limpo de 2
ml (fornecido), e descartar o tubo contendo o filtrado;

Nota: I. Fechar a coluna a cada centrifugacéo, para evitar a formacéo de aerossois durante a mesma.
I1. E essencial aplicar todo o precipitado para 0 QlAamp Mini spin column.
I1l. A centrifugacdo é executada em 6000 xg (8.000 rpm), a fim de reduzir o ruido.
IV. Centrifugacdo a alta velocidade néo vai afetar o rendimento ou a pureza do DNA.

e Cuidadosamente abrir a coluna e adicionar 500 pL de tampdo AW1, sem
molhar a borda do tubo. Fechar a tampa e centrifugar a 6000g (8000 rpm) por 1 min.
Transferir a coluna para um tubo limpo de 2 ml (fornecido) e descartar o tubo contendo o
filtrado;

e Cuidadosamente abrir a coluna e adicionar 500 pL de tampdo AW2, sem molhar a borda
do tubo. Fechar a tampa e centrifugar a velocidade maxima (14000 rpm) por 3 min;

e Transferir a coluna para um tubo limpo de 2 ml (ndo fornecido), e descartar o tubo
contendo o filtrado. Centrifugar a velocidade maxima (14000 rpm) por 1 min;

e Transferir a coluna para um tubo limpo de 1,5 ml (ndo fornecido) e descartar o tubo
contendo o “filtrado”. Cuidadosamente, abrir a coluna e adicionar 200 pL de agua ultra-
pura;

e Incubar em temperatura ambiente (1min), e, em seguida, centrifugar a 8.000 rpm (1min);

e ApGs a centrifugacdo de 1 min, abrir cuidadosamente a coluna e adicionar 100 pL de &4gua
ultra-pura, em vez de 200 pL recomendado pelo fabricante. Durante a eluigdo, manter o
mesmo tubo da etapa anterior. Incubar em temperatura ambiente por 5 min, e, em seguida,
centrifugar a 6000g (8.000 rpm) por 1 min;

Nota: 1. Uma incubacdo de 5 min da coluna contendo tampdo AE ou &gua, antes da centrifugacao,
geralmente aumenta o rendimento do DNA.
I1. Uma terceira etapa de elui¢do adicionando tampdo AE aumenta o rendimento em até 15%.
I11. Volumes maiores que 200 pL ndo devem ser eluidos em um tubo de 1,5 ml, pois a coluna
entrara em contato com o eluato, levando a possivel formacdo de aerossois durante a
centrifugacéo.
IV. A eluicdo de volumes inferiores a 200 pL aumenta significativamente a concentracéo final
do DNA no eluato, porém reduz um pouco o rendimento do DNA global. Uma eluigdo com 4
x 10 uL ao invés de 2 x 200 uL ndo aumenta a eficiéncia da eluic&o.
V. Para armazenagem a longo prazo do DNA, eluir em tampdo AE e armazenar a -20 ° C é
recomendado, pois o DNA armazenado em A&gua estd sujeito a hidrolise acida.
VI. O rendimento do DNA vai depender da quantidade e do tipo de tecido processado.
25 mg de tecido produzira cerca de 10-30 pg de DNA em 400puL de agua
(25-75 ng / pul), com uma relacdo 260/280 de 1,7-1,9.

e Descartar a coluna e fechar o tubo como o material filtrado e este deve ser armazenado a -
20°C e nunca realizar a PCR no dia da extragao.
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Protocolo 11
KIT: instagene matrix kit
(Protocolo para isolamento do DNA de Cultura de Células de Mamifero)

O kit apresenta trés protocolos (para sangue, cultura de células e bactérias), onde optamos
pelo protocolo de cultura de células por estarmos trabalhando com um macerado de células,
pois no sangue possui menos células que uma cultura.

e Distribuir PBS em um tubo de eppendorf de 1,5 pL, conforme valores estabelecidos na
tabela abaixo:

Faixa definida (g) Peso médio Espécie Volume de PBS
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pm e Ti) 128 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 352 uL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 576 pL

e Em seguida, introduzir, com o auxilio de uma pinca, o espécime de triatomineo virgem de
infeccdo e com no minimo 3 semanas de jejum (ndo passar de 8 semanas), tendo o
cuidado para que a pinca ndo entre em contato com o liquido ou a parede do tubo. No caso
do controle positivo ndo utilizar espécime de triatomineo, mas apenas formas de T. cruzi
provenientes de cultura (vide etapa seguinte). Diferente do controle positivo, no controle
negativo empregar espécime de triatomineo;

e ApGs introduzir o espécime no tubo, adicionar 30 pL de solucédo fisioldgica (cloreto de
sodio a 0,9%) contendo formas flageladas de T. cruzi coletadas do tubo digestivo de
triatomineo, nas seguintes concentragfes: 1, 10 e 100 parasitos. Essas formas deverdo ser
provenientes de triatomineos com 3 a 4 semanas de alimentacdo infectante. No caso do
controle negativo, empregar 30 pL de solucéo fisiologica sem adi¢do de formas evolutivas
do parasita. No controle positivo adicionar 30 pL de solugéo fisioldgica contendo formas
evolutivas de T. cruzi provenientes de cultivo acelular-meio LIT, também nas
concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos (optamos por fazer apenas no maior volume: 2400 pL
<)

e Macerar bem o triatomineo, com o auxilio de uma pipeta automatica de 200 pL e ponteira
estéril com barreira. Ter cuidado para que a pipeta ndo entre em contato com o liquido ou
a parede do tubo. Independente disso, descontaminar a pipeta entre uma amostra e outra;

e Em seguida, 0 macerado sera aquecido a 100°C por 10 min. Esta escolha foi baseada nos
trabalho de Britto et al., (1993) que demonstra que a fervura por 5 min a 100°C causa a
linearizacdo da maioria dos minicirculos do KDNA. Optamos pelo tempo de 10 min, pois
verificamos que no tempo de 5 min 0 kDNA ainda ndo esta totalmente linearizado e em
15 min, apesar de totalmente linearizado, 0 KDNA comeca a ser degradado (Britto et al.,
1993). Apos a fervura, deixar esfriar por 20 minutos;

e O protocolo sugere adicionar 20 puL da mostra, porém colocaremos 25 yL do macerado
fervido em 200 pl de matriz InstaGene (segundo informacdo, por e-mail, do representante,
manter os 200 ul de matriz IntaGene independente do produto de células obtidos dos
triatomineos);
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e Incubar a 56°C por 25 minutos;

IMPORTANTE: Antes de adicionar a matrix InstaGene, ela deve ser misturada a uma velocidade
moderada em um agitador magnético para manter a matriz em suspensdo. A ponta da pipeta usada
deve ter um grande furo, como a ponta da pipeta de 1.000 pl.

e Vortexar em alta velocidade por 10 segundos. Colocar o tubo em um bloco de calor ou em
banho-maria a 100°C a 8 minutos (optamos pelo bloco);

e Vortexar em alta velocidade por 10 segundos. Centrifugar a 10.000-12.000 rpm por 2-3
minutos;

e Retirar o sobrenadante de cada um deles e transferir para um Gnico tubo de eppendorf de
1,5mL;

e Conservar/estocar o DNA extraido a -20°C e nunca realizar a PCR no dia da extracéo.
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Protocolo 12
DNAZzol

e Adicionar DNAZzol de acordo com o peso dos triatomineos;

OBS: Pesar o triatomineo e, considerando que 1 g corresponde a 1 ml, fazer uma regra de trés para
achar o volume sugerido). O artigo utiliza a relagdo de 1 mL de DNAzol para 25-50 mg de tecido. Ao
invés de utilizar o peso médio para o célculo (37,5 mg), optamos por 1 mL/ 50 mg, cujos valores estdo
descritos na tabela abaixo:

Faixa definida () Peso medio Espécie (pEsNo'SAOZr?:g) (pegaNSAZZSOrIng)
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estdgio (Rb, Pm e Ti) 800 uL 1.100 pL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 2.200 pL 2.900 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 3.600 pL 4.800 pL

e Em seguida, introduzir, com o auxilio de uma pinca, o espécime de triatomineo virgem de
infeccdo e com no minimo 3 semanas de jejum (ndo passar de 8 semanas), tendo o
cuidado para que a pinca ndo entre em contato com o liquido ou a parede do tubo. No caso
do controle positivo ndo utilizar espécime de triatomineo, mas apenas formas de T. cruzi
provenientes de cultura (vide etapa seguinte). Diferente do controle positivo, no controle
negativo empregar espécime de triatomineo;

e ApGs introduzir o espécime no tubo, adicionar 30 pL de solucéo fisioldgica (cloreto de
sodio a 0,9%) contendo formas flageladas de T. cruzi coletadas do tubo digestivo de
triatomineo, nas seguintes concentragfes: 1, 10 e 100 parasitos. Essas formas deverdo ser
provenientes de triatomineos com 3 a 4 semanas de alimentacdo infectante. No caso do
controle negativo, empregar 30 pL de solucéo fisiologica sem adi¢do de formas evolutivas
do parasita. No controle positivo adicionar 30 pL de solugéo fisiolégica contendo formas
evolutivas de T. cruzi provenientes de cultivo acelular-meio LIT, também nas
concentragdes: 1, 10 e 100 parasitos (optamos por fazer apenas no maior volume: 2400 pL

<),

e Macerar bem o triatomineo, com o auxilio de uma pipeta automética de 200 UL e ponteira
estéril com barreira. Ter cuidado para que a pipeta ndo entre em contato com o liquido ou
a parede do tubo. Independente disso, descontaminar a pipeta entre uma amostra e outra;

e Etapa sugerida como opcional, mas adotada em nossos experimentos: Centrifugar por
10 min a 10000g a 4°C ou temperatura ambiente;

e Apos a centrifugacdo, transferir o sobrenadante para um novo tubo.
Nota: Essa etapa remove tecidos ndo homogeneizados, RNA e excesso de polissacarideos.

e Para a precipitagdo do DNA, adicionar 0,5 mL de etanol absoluto p.a. por 1 mL de
DNAZzol (vide valores na tabela abaixo):

Faixa definida () Peso médio Espécie Etanol 100%
0,01-0,07 0,04 g (40 mg)  Ninfas 4° estagio (Rb, Pme Ti) 550 uL
0,08-0,14 0,11 g (110 mg) Adulto de Rb 1.450 pL
0,15-0,21 0,18 g (180 mg) Adultos de Pm e Ti 2.400 pL
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Misturar a amostra por inversdes do tubo e reservar a temperatura ambiente por 2 min;
Centrifugar a 4000g por 2 min a temperatura ambiente para formacao de um pellet;
Adicionar 1 mL de etanol 75% ao pellet;

Inverter o tubo de 3-6 vezes;

Reservar o tubo verticalmente por 2 min para que o0 DNA se acomode no fundo do tubo;
Remover o etanol por pipetagem;

Adicionar novamente 1 mL de etanol 75% ao pellet;

Inverter o tubo de 3-6 vezes;

Reservar o tubo verticalmente por 0,5-1 min para que o DNA se acomode no fundo do
tubo;

Remover o etanol por pipetagem;

Deixar o tubo aberto, na bancada, dentro da capela, de 5-15 seg para evaporacao do etanol
a temperatura ambiente;

Ressuspender em 250uL. de NaOH 8 mM;

Conservar/estocar o DNA extraido a -20°C e nunca realizar a PCR no dia da extracéo.
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Apéndice 2: Concentragdes das solucbes tampdes utilizadas na eletroforese.

Solugéo ou Tampéo Preparo Quantidade
Tris base (Invitrogen) 54 ¢
Acido bérico (Sigma 27,5
TBE 5x . (Sigme) J
EDTA (Sigma) 20 ml
Agua destilada Completar para 1L
TBE 5X 200 ml
TBE 1x . .
Agua destilada 800 ml
Bromphenol Blue-Xylene Cyanole Dye Solution (Sigma) 5ml
Tampé&o de amostra Agua ultra-pura 7ml
Glicerol (Sigma) 40 %

Brometo de etideo ] .
10 pg/ml em é&gua destilada 10 ug

(Sigma)
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Apéndice 3: Questionario de opiniao.

‘;‘]Ei;tgﬁgda D AVALIAGAO DE METODOS DE EXTRAGAO DE
DNA EMPREGANDO DISTINTOS PARAMETROS

Fundagéo Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

1. Trabalha na area de diagnodstico utilizando métodos de biologia molecular? ( )sim  ( )N&o
Caso SIM, favor preencher todos os itens abaixo:

2. Nome completo:

3. Escolaridade: { JFundamental ( JMédio ( )Supenorincompleto { )Superior completo

{ WMestrado cursando  ( )Mestrado completo () Doutorado cursando () Doutorado completo

{ JOutra:

4. Area de atuagdo: ( ) Pesquisa { ) Medicina diagndstica { JAmbos
5. Tempo de experiéncia: Pesquisa Medicina diagndstica

6. Profissional da iniciativa: { JPrivada ( JPublica { JAmbas

7. Qual o método que utiliza para realizar a extragéo DNA? ( )Kit comercial  ( JMétodo “in house”
8. Se emprega kit comercial de extragdo de DNA, qual (quais) utiliza no momento (nome, marca e
referéncia)?

9. Se emprega método “in house”, qual o principio do método de extragdo?

10. Avaliagédo de diferentes parametros em um método de extragdo de DNA ideal

Considerando os parametros descnios abaixo, de acordo com seu entendimento e experiéncia,
avalie a importancia de cada atributo para a escolha de um método de extragéo de DNA ideal para a
amosira bioldgica e o DNA alvo com os quais trabalha. Antes, porém, favor. (1) especificar qual o tipo
de amostra bioldgica empregada na extragdo (Ex: liquido amnidtico, vilos coriais, fragmento de bidpsia
de pulméo, sangue total etc.); (2) indicar o DNA ou sequéncia alvo (Ex: o DNA extraido sera empregado
para amplificacdo de uma sequéncia do Mycobacterium tuberculosis, o alvo é o DNA de células
humanas para detecgéo de anomalias cromossdmicas etc.); (3) preencher um quadro diferente para
cada tipo de amostra biologica e DNA alvo do seu estudo ou diagndstico de rotina.

Os valores da avaliagdo estdo dispostos em uma barra graduada com tons gue varnam do branco
ao cinza escuro, sendo o branco o menor valar (igual a 0) & o cinza mais escuro o valor maior (igual a
100). A nota 0 comesponde a pouco importante e 100 a muito importante. Para fazer sua analise basta
arrastar a coluna em vermelho (') ao lado do quadro de atributos para o local da bama que vocé
considera mais proximo do valor de importancia que deseja atribuir,

Ao responder, considere as seguintes definigdes:
A. Sensibilidade:
A.1. Concentragéo do DNA: a quantidade total de DNA obtido apds a extragéo;
A 2. Grau de pureza do DNA: obtencédo de DNA com pouco ou nenhum inibidor;
B. Reprodutibilidade do método:
Capacidade de se obter sempre o mesmo resultado todas as vezes em que o método for aplicado na
mesma amostra;
C. Custo-beneficio do método:
C.1. Praticidade do método: a realizagdo de poucas etapas de manipulagéo da amostra, o tempo total

para a realizagdo da extracdo, a dificuldade no preparo e manuseio dos reagentes ou do kit
(tamponamento de fenol etc.) e a necessidade de aparelhos (centrifuga, vortex, banho-maria etc );

C.2. Custo do metodo: o valor global gasto em todo o processo de extragdo (reagentes, ponteiras com
barmreira, tubos etc ).
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Exemplo: Para o diagnostico laboratorial de paciente com suspeita de doenga de Chagas na fase
crénica, em amostra de sangue total, na qual a quantidade de parasitos circulantes € escassa, a
quantidade de DMA recuperado deve ser a maxima possivel e o material deve ter o minimo de
inibidores, a fim de néo interferir na amplificacdo e com isso ndo apresentar resultado falso-negativo.
Certamente, os outros trés atributos também s&o importantes, porém se atribuimos graduacdes no
referido exemplo a concentracéo, o grau de pureza e a reprodutibilidade devem ser prionzados. Assim,
0s valores a serem atribuidos para ambos os parametros devem estar proximos de 100 (cinza escurg).

Amostra bioloégica (especificar): sangue total humano
DNA alvo (especificar): minicirculo de kDNA de Trypanosoma cruzi
Atributos do método/ técnica Avaliagédo
1 |
A.1. Concentracio do DNA obtido | | I #
0 50 100
A.2. Grau de pureza do DNA f | #
0 50 100
l |
B. Reprodutibilidade |' I l-
0 50 100
C.1. Praticidade | .
0 50 100
C.2.Custo | I] m—
0 5 100
10.1. Amostra biologica (especificar):
DNA alvo (especificar):
Atributos do método/ técnica Avaliagéo
A 1. Concentraggio do DNA obtido | | ! == l
0 50 100
| |
A2 Graude pureza do DNA ! ! - l
0 50 100
| |
B Reprodutibilidade .' l — l
0 50 100
l |
C.1. Praticidade |' l —— I
0 50 100
| 1 l
C2 Custo .' I -
0 50 100
10.2. Amostra biolégica (especificar):
DNA alvo (especificar):
Atributos do método/ técnica Avaliagéo
A_1. Concentragéio do DNA obtido | ! ! m— l
0 50 100
1 |
A 2. Graude pureza do DNA I I - l
0 50 100
B. Reprodutibilidade J | — l
0 50 100
C.1. Praticidade .' ! ——— I
0 50 100 l
1 |
C 2 Custo f I -
0 50 100
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Apéndice 4: Laboratorios de maior destaque no Brasil.

» Diagnosticos da América S.A. (DASA) *

» Fleury

» GENE

> Hermes Pardini

> Laboratério Paulo C. Azevedo

> Rede Labs D'or

» Santa Luzia Laboratdrio Médico

» Sérgio Franco

» Total Laboratérios

» Weinmamm Laboratério

*Empresas do grupo DASA: Lamina Medicina Diagndéstica, Delboni Auriemo Medicina
Diagnostica, Bronstein Medicina Diagnostica, MedLabor Medicina Diagndstica, Medicina
Diagnostica Pasteur.
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Apéndice 5: Protocolo de licenga de utilizacdo de animais - CEUA/FIOCRUZ.

Ministério da Salde

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

Vice-presidéncia de Pesquisa e Comissan o muica
ice-p nei qui no Uso de Animais

Laboratérios de Referéncia

LICENCA LW-13/09

Certificamos que o protocolo (P-13/09-4), intitulado “Avaliacdo de Protocolos de
Extragcdo e Preservagdo de DNA Empregados na Detecgdo de Trypanosoma cruzi (Chagas 1909) por
PCR em Vertebrado e Invertebrado.”, sob a responsabilidade de VANESSA DA COSTA NEVES, foi
aprovado de acordo com os Principios Eticos no Uso de Animais, atendendo, inclusive, aos
principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL).

Esta licenca tem validade até 05/10/2010 e inclui o uso total de :

Mus musculus
- 300 Machos de Swiss Webster, Idade: 21 Dia(s), Peso: 15,0000 Grama(s).

Rio de Janeiro, 5 de outubro de 2009

Dr® Norma Vollmer Labarthe
Coordenadora

Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratdrios de Referéncia - Fundagdo Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expans3o - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ

Telefone: (21) 3882 9121 e-mail: ceua@fiocruz. br
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