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RESUMO 

 

A doença de Chagas representa um importante problema de saúde pública, principalmente na 

América Latina. O diagnóstico precoce durante a fase aguda é crucial, pois permite o tratamento 

imediato, podendo interferir no prognóstico. A técnica de amplificação isotérmica em alça 

(LAMP) vem demonstrando potencial, por ser sensível, específica, de fácil execução e baixo 

custo. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver sistemas baseados em LAMP para 

o diagnóstico da doença de Chagas. Inicialmente foram avaliados dois sistemas descritos na 

literatura: Thekisoe et al. e Ordóñez et al. O sistema de Ordóñez et al. demonstrou elevada 

sensibilidade e especificidade, sendo utilizado como sistema de LAMP convencional e para o 

desenvolvimento de um sistema de LAMP em tempo real. O sistema de LAMP convencional 

foi aplicado em amostras de 77 indivíduos expostos ao surto agudo ocorrido em Ibimirim/PE e 

comparado ao diagnóstico parasitológico, sorológico e ao sistema de qPCR (TcSAT-IAM). 

Segundo critérios da Secretaria Estadual de Saúde de Pernambuco, 28 casos foram confirmados 

pelo critério laboratorial e 10 pelo clínico-epidemiológico. Considerando o critério laboratorial, 

a sensibilidade e especificidade do sistema de LAMP foi de 39,29% e 83,67%, respectivamente. 

Considerando o diagnóstico pelo sistema TcSAT-IAM, o sistema de LAMP apresentou 

sensibilidade de 60,87%, especificidade de 90,74%, acurácia de 81,82% e concordância 

considerada moderada. A coleta das amostras após o início do tratamento e o tempo de 

armazenamento representaram importantes limitações do estudo. Estes resultados demonstram 

a importância da coleta e armazenamento adequados das amostras e sugerem um “padrão-ouro 

composto”, considerando os testes preconizados em conjunto com técnicas moleculares, sendo 

a técnica de LAMP mais acessível para áreas de recursos limitados. Para facilitar a 

implementação na rotina laboratorial, foi desenvolvido um kit baseado em LAMP para o 

diagnóstico da doença de Chagas aguda. 

 

Palavras-chave: Doença de Chagas; Diagnóstico; Técnica de Amplificação de Ácidos 

Nucleicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

LACERDA, Sarah de Souza. Development of systems based on Loop-mediated Isothermal 

Amplification (LAMP) for diagnosis of Chagas disease. 2021. Dissertation (Academic 

Master's in Bioscience and Biotechnology at Health) - Instituto Aggeu Magalhães, Fundação 

Oswaldo Cruz, Recife, 2021. 

 

ABSTRACT 

 

Chagas disease represents an important public health problem, especially in Latin America. 

Early diagnosis during the acute phase is crucial, as it allows for immediate treatment and may 

interfere with the prognosis. The Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) has shown 

potential, as it is sensitive, specific, easy to perform and low cost. The objective of the present 

work was to develop LAMP-based systems for the diagnosis of Chagas disease. Initially, two 

systems described in the literature were evaluated: Thekisoe et al. and Ordóñez et al. The 

system by Ordóñez et al. showed high sensitivity and specificity, being used as a conventional 

LAMP system and for the development of a real-time LAMP system. The conventional LAMP 

system was applied to samples from 77 individuals exposed to the acute outbreak that occurred 

in Ibimirim/PE and compared to the parasitological and serological diagnosis and to the qPCR 

system (TcSAT-IAM). According to criteria of the Secretaria Estadual de Saúde de 

Pernambuco, 28 cases were confirmed by laboratory criteria and 10 by clinical-epidemiological 

criteria. Considering the laboratory criteria, the sensitivity and specificity of the LAMP system 

was 39.29% and 83.67%, respectively. Considering the diagnosis by the TcSAT-IAM system, 

the LAMP system had a sensitivity of 60.87%, specificity of 90.74%, accuracy of 81.82% and 

agreement considered moderate. The collection of samples after the beginning of the treatment 

and the storage time represented important limitations of the study. These results demonstrate 

the importance of proper collection and storage of samples and suggest a “compound gold 

standard”, considering the tests recommended in conjunction with molecular techniques, being 

the LAMP technique more accessible for areas with limited resources. To facilitate 

implementation in laboratory routine, a LAMP-based kit for the diagnosis of acute Chagas 

disease was developed. 

 

Keywords: Chagas disease; Diagnosis; Nucleic Acid Amplification Techniques. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A doença de Chagas é uma doença negligenciada que afeta cerca de 6 a 7 milhões de 

pessoas em todo mundo, sendo endêmica em 21 países da América Latina (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 2019). É causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi que pode ser 

transmitido por via vetorial, transfusão sanguínea, via oral, transplante de órgãos, transmissão 

vertical ou por acidentes de laboratório (BERN, 2015; RASSI Jr; RASSI; REZENDE; 2012). 

No Brasil estima-se que cerca de 2 a 3 milhões de pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi e 

atualmente a maioria dos casos no país ocorre por transmissão oral (BOLETIM 

EPIDEMIOLÓGICO DA SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2015; CORASSA 

et al., 2017; MARTINS-MELO et al., 2014). 

A doença apresenta duas fases clínicas sucessivas: aguda e crônica. Na fase aguda, a 

maioria dos indivíduos são assintomáticos e alguns podem manifestar sintomas inespecíficos 

como febre, mal-estar, aumento do fígado, baço e linfonodos e edema subcutâneo (RASSI Jr; 

RASSI; MARIN-NETO, 2010; RASSI Jr; RASSI; REZENDE, 2012). Na fase crônica, a 

maioria dos indivíduos apresentam-se numa fase clínica assintomática definida como forma 

indeterminada e cerca de 30% desenvolvem a forma clínica sintomática, caracterizada pelo 

desenvolvimento de lesões cardíacas e/ou digestivas (BARRET et al., 2003; RASSI Jr; RASSI; 

REZENDE, 2012).  

Durante a fase aguda, o tratamento através da utilização do benzonidazol ou do nifurtimox, 

apresenta uma boa eficácia, com supressão da parasitemia e taxa de cura em torno de 80% 

(OLIVEIRA et al., 2008). Na fase crônica há controvérsias a respeito da eficiência do 

tratamento, principalmente nos estágios avançados com elevado comprometimento cardíaco 

e/ou digestivo (MUÑOZ; MURCIA; SEGOVIA, 2011; PÉREZ-MOLINA et al., 2009).  

O diagnóstico da doença de Chagas é definido de acordo com a fase clínica em que o 

indivíduo se encontra (BRASIL, 2017; DIAS et al., 2016). Na fase aguda, devido a elevada 

parasitemia, podem ser utilizadas técnicas parasitológicas convencionais, como a pesquisa a 

sangue fresco, esfregaço sanguíneo, gota espessa ou métodos de concentração (DIAS et al., 

2016). Contudo, essas técnicas apresentam como principal limitação a sensibilidade dependente 

da carga parasitária do hospedeiro e da habilidade do operador, sendo necessário um 

microscopista bem treinado. Além disso, algumas técnicas são laboriosas e apresentam tempo 

prolongado para liberação do resultado (LINDER et al., 2008; PORRÁS et al., 2015). 
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Na fase crônica, devido a parasitemia subpatente, não é recomendada a utilização de 

técnicas parasitológicas, sendo necessário o uso de dois métodos sorológicos com princípios 

distintos ou com diferentes preparações antigênicas, tais como ELISA, imunofluorescência 

indireta e hemaglutinação indireta (DIAS et al., 2016). Apesar do diagnóstico sorológico ser 

considerado padrão ouro nesta fase, uma das principais limitações é o risco de reações cruzadas 

com outros tripanossomatídeos presentes em áreas endêmicas, como Leishmania sp. e 

Trypanosoma rangeli (CABALLERO et al., 2007; MATOS et al., 2015). Além disso, a 

permanência da positividade por anos mesmo após o tratamento específico, limita sua utilização 

na avaliação da eficácia terapêutica (GALVÃO et al., 1993).  

Métodos moleculares baseados na detecção do DNA de T. cruzi, como a reação em cadeia 

da polimerase (PCR) e sua variante PCR quantitativa em tempo real (qPCR) vêm demonstrando 

potencial, principalmente para o monitoramento da carga parasitária na fase crônica, na 

detecção precoce da infecção congênita e no acompanhamento da resposta ao tratamento 

(ALONSO-PADILLA, 2017; SCHIJMAN et al., 2011). Entretanto, a necessidade de 

laboratórios bem equipados, o alto custo de execução e métodos elaborados para detecção dos 

produtos de amplificação, tornam essas técnicas muitas vezes inviáveis para implementação na 

rotina laboratorial, principalmente em países em desenvolvimento (JAMES; MACDONALD, 

2015).   

Desta forma, a técnica molecular de amplificação isotérmica em alça (Loop-mediated 

isothermal amplification) descrita por Notomi et al. (2000) vêm sendo demonstrada como uma 

possível ferramenta para o diagnóstico e vigilância de doenças infecciosas com elevada 

especificidade, rapidez e custo-benefício (MORI; NOTOMI, 2009, 2020). A técnica se baseia 

na amplificação de um fragmento específico da molécula de DNA, em condições isotérmicas, 

utilizando quatro a seis primers distintos, sendo dois primers internos (FIP e BIP), dois primers 

externos (F3 e B3) e dois primers do loop (FLP e BLP) (NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002; 

NOTOMI et al., 2000). As reações da LAMP ocorrem em duas etapas sucessivas, etapa não-

cíclica e etapa cíclica (PARIDA et al., 2008) e ao final da reação o produto gerado pode ser 

visualizado a olho nu através da utilização de corantes fluorescentes (LIU et al., 2017). 

Devido às suas vantagens, propomos desenvolver sistemas baseados em LAMP para o 

diagnóstico da doença de Chagas e aplicar em amostras de indivíduos expostos ao surto agudo 

ocorrido em Ibimirim/PE.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

Nesta seção foram abordados os principais tópicos referentes a doença de Chagas, como: 

aspectos epidemiológicos, agente etiológico, ciclo biológico do Trypanosoma cruzi, fases 

clínicas da doença, tratamento e diagnóstico laboratorial. Além disso, foram descritos os 

princípios básicos, etapas de reação, formas de visualização do resultado e aplicação da técnica 

de amplificação isotérmica em alça (LAMP) na detecção do DNA de T. cruzi.  

  

2.1 Aspectos epidemiológicos da doença de Chagas 

 

A doença de Chagas, também conhecida como Tripanossomíase Americana, é uma zoonose 

causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi. É denominada como Doença Tropical 

Negligenciada, de acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), constituindo um 

importante problema de saúde pública (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2010). 

Estima-se que aproximadamente 6 a 7 milhões de pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi 

em todo o mundo, principalmente na América Latina, onde é endêmica em 21 países 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2019).  

Apesar da doença de Chagas ter maior predomínio na América Latina, devido à processos 

de migração populacional, há uma estimativa de aproximadamente 240.000 a 350.000 pessoas 

infectadas nos Estados Unidos (BERN et al., 2019), além de apresentar expansão para países 

europeus, com prevalência em torno de 4,2% em imigrantes latino-americanos (REQUENA-

MÉNDEZ et al., 2015) (Figura 1). 
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Figura 1 – Distribuição global dos casos de doença de Chagas, com base em estimativas 

oficiais, 2018 

 
Fonte: Organização Mundial da Saúde (2020). 

 

Na América Latina, a doença de Chagas é considerada uma doença infecciosa com grande 

impacto para a saúde pública, com cerca de 65 milhões de pessoas vivendo em áreas de risco 

de infecção e apresentando uma incidência anual de 28.000 casos (ORGANIZAÇÃO PAN-

AMERICANA DA SAÚDE, 2019). O Brasil, o México, a Argentina e a Bolívia são os países 

que possuem a maior prevalência de pessoas infectadas, representando aproximadamente 71% 

dos casos (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2015). 

No Brasil, estima-se que cerca de 2 a 3 milhões de pessoas estejam infectadas e 

aproximadamente 600.000 apresentem complicações cardíacas e digestivas da forma crônica 

da doença (CORASSA et al., 2017; MARTINS-MELO et al., 2014). A maioria dos casos é 

relatada na região Norte, sendo o estado do Pará responsável por mais de 85% dos casos 

(BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO DA SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2019). 

Em relação às principais formas de transmissão registradas no Brasil, entre os anos de 

2007 e 2016, foram relatados 69% dos casos por transmissão oral, 9% por transmissão vetorial 

e em 21% por formas não identificadas (BRASIL, 2019). 
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A doença de Chagas é classicamente transmitida para humanos por via vetorial, através de 

fezes de triatomíneos contaminadas com formas infectantes do T. cruzi inoculadas no local da 

picada ou através da mucosa. Contudo, também pode ser transmitida por via oral, transfusão 

sanguínea, transplante de órgãos, acidentes de laboratório ou através da infecção congênita 

(BERN, 2015; RASSI Jr; RASSI; REZENDE, 2012). 

Inicialmente a doença limitava-se às áreas rurais, onde a transmissão vetorial era a principal 

forma de infecção, principalmente em locais de moradias precárias. Com o processo de 

urbanização e popularização da hemoterapia, a transmissão transfusional passou a ser 

prevalente (CORASSA et al., 2017). 

A implantação de programas de controle desenvolvidos pela Organização Pan-americana 

da Saúde em 2006, visando a eliminação do principal vetor (Triatoma infestans), além das 

mudanças sociais, econômicas e culturais, colaboraram para um maior controle da forma de 

transmissão vetorial (BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO DA SECRETARIA DE VIGILÂNCIA 

EM SAÚDE, 2015; CORASSA et al., 2017). Também houve uma redução na transmissão 

transfusional com a intensificação da triagem sanguínea para doadores, diminuindo o número 

de casos no país (MORAES-SOUZA; FERREIRA-SILVA, 2011). 

Atualmente, a maioria dos casos da doença de Chagas ocorre por transmissão oral, com 

cerca de 100 novos casos anualmente no Brasil, principalmente na região Amazônica 

(BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO DA SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2015). 

A transmissão oral ocorre através da ingestão de alimentos contaminados com T. cruzi, como 

cana-de-açúcar, goiaba, bacaba e açaí, sendo este último o principal responsável por surtos 

ocorridos na região Amazônica (CARDOSO et al., 2006; NÓBREGA et al., 2009). 

Recentemente foi relatado o primeiro surto agudo de doença de Chagas em Pernambuco 

ocorrido na cidade de Ibimirim, na mesorregião do sertão pernambucano, no mês de abril de 

2019 durante um evento religioso em uma escola municipal.  Setenta e sete pessoas foram 

expostas ao surto, dentre elas havia indivíduos sintomáticos (cefaleia, febre, dor abdominal, 

náuseas, eritema, dispneia, astenia, hepatomegalia, esplenomegalia, entre outros), bem como 

indivíduos sem nenhuma sintomatologia. Todos os indivíduos tiveram amostras submetidas ao 

diagnóstico da infecção pelo T. cruzi através de técnicas parasitológicas, sorológicas e 

molecular (qPCR) e estes foram submetidos ao tratamento segundo critério médico. Após 

investigações, foi confirmada a transmissão por via oral (dados não publicados).  
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Existem também relatos de transmissão congênita no país, a maioria no estado do Rio 

Grande do Sul (BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO DA SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM 

SAÚDE, 2015). A infecção congênita ocorre principalmente através da transferência do 

parasita por via transplacentária, podendo levar a prematuridade e baixo peso ao nascer 

(CARLIER; TRUYENS, 2017; HOWARD et al., 2014). Devido à ausência de sintomas 

iniciais, assim como a inexistência de programas de rastreamento da doença em gestantes e 

recém-nascidos, muitos casos permanecem não detectados, levando a subnotificações 

(SANTOS et al., 2018; VOLTA et al., 2018). 

Estudos recentes vêm sugerindo uma nova forma de transmissão da doença de Chagas 

através da via sexual. Pesquisas realizadas em camundongos demonstraram a transmissão da 

doença entre machos e fêmeas com parceiros não infectados através da relação sexual, 

confirmada por testes parasitológico, sorológico e molecular (RIOS et al., 2018). A 

possibilidade de transmissão sexual em humanos também foi confirmada (ARAÚJO et al., 

2017). 

 

2.2 Agente etiológico – Trypanosoma cruzi 

 

O Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas, é um protozoário flagelado 

pertencente ao filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, ordem Kinetoplastida e família 

Trypanosomatidae. 

Apresenta um núcleo relativamente pequeno de aproximadamente 2,5µm, uma membrana 

plasmática composta por bicamada lipídica e proteínas, organelas semelhantes às dos demais 

eucariotos e algumas estruturas típicas dos tripanossomatídeos, como o cinetoplasto, 

constituído por DNA extranuclear concentrado em uma região específica da mitocôndria 

(TEIXEIRA et al., 2011). 

Durante seu ciclo de vida, o T. cruzi pode sofrer mudanças na sua estrutura apresentando 

diferentes formas evolutivas que podem ser identificadas por microscopia óptica através da 

coloração por Giemsa, sendo elas: tripomastigota, amastigota e epimastigota. A forma 

tripomastigota pode ser encontrada tanto no hospedeiro vertebrado (sangue e espaço 

intercelular) como no hospedeiro invertebrado (porção posterior do intestino e reto), a forma 

amastigota está presente no interior das células de mamíferos infectados, sendo o estágio de 
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replicação, e a forma epimastigota é encontrada apenas no tubo digestivo do vetor triatomíneo 

(SOUZA et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2011). 

O T. cruzi é um organismo diploide, com o genoma de aproximadamente 110,7Mb, sendo 

cerca de 50% composto por sequências repetitivas (EL SAYED et al., 2005). O conteúdo de 

DNA total por célula varia de 125 a 280fg, incluindo o DNA do cinetoplasto (kDNA) que 

corresponde aproximadamente a 30% do DNA celular (HENRIKSSON; ASLUND; 

PETTERSSON, 1996). O kDNA está organizado em uma rede complexa de moléculas 

circulares formando maxicírculos, presentes em 20-50 cópias e minicírculos, presentes em 

5.000 a 10.000 cópias (MYLER, 1993). Devido ao elevado número de cópias, os minicírculos 

do kDNA de T. cruzi possuem potencial para serem utilizados como alvo molecular na detecção 

do parasito por sistemas de PCR (STURM et al., 1989). 

O T. cruzi é uma população heterogênea de cepas com diversidade fenotípica e genética. 

Essa variação intraespecífica levou a classificação das cepas em diferentes grupos através de 

análises eletroforéticas de isoenzimas, inicialmente denominados de zimodemas (Z1 a Z3) 

(MILES et al., 1977, 1978). Posteriormente, após análises genéticas utilizando marcadores 

nucleares específicos, essas cepas foram divididas em dois grandes grupos, T. cruzi I (TcI), 

associado ao ciclo silvestre na América Central e T. cruzi II (TcII), referente a cepas do ciclo 

doméstico (ZINGALES et al., 2009). O TcII, após análises de Randomly Amplified 

Polymorphic DNA e Multilocus Enzyme Electrophoresis, foi ainda dividido em cinco subgrupos 

(IIa-IIe), enquanto o TcI permaneceu como uma linhagem única (ZINGALES et al., 2012).  

Atualmente, a classificação proposta é de seis DTUs (discrete typing units) 

correspondentes ao TcI e as subdivisões do TcII, além do Tcbat (restrita a quirópteros) 

(ZINGALES et al., 2018). As DTUs apresentam diferenças quanto a virulência, taxa de 

crescimento, sensibilidade a drogas, entre outras características que podem estar associadas a 

diferenças na gravidade das manifestações clínicas, variando de acordo com a região geográfica 

(ZINGALES et al., 2018). 

 

2.3 Ciclo biológico do T. cruzi 

 

O T. cruzi possui um ciclo biológico complexo que envolve hospedeiros vertebrados 

(mamíferos de mais de 70 gêneros, tais como seres humanos, animais silvestres e animais 

domésticos) e hospedeiros invertebrados (insetos vetores triatomíneos) (ZINGALES et al., 
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2018). Durante este processo, o parasita passa por quatro formas evolutivas alternadas: 

epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos, no inseto vetor, e amastigotas e tripomastigotas, 

no hospedeiro mamífero (TYLER; ENGMAN, 2001). 

O ciclo de vida do T. cruzi inicia quando o inseto vetor ingere tripomastigotas circulantes 

durante o repasto sanguíneo em um mamífero infectado.  Na porção anterior do intestino médio 

do vetor, as tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas, estágio de replicação no 

hospedeiro invertebrado. Posteriormente, as formas epimastigotas alcançam a região posterior 

do intestino, onde se transformam em tripomastigotas metacíclicos que são eliminadas nas fezes 

do vetor (BERN, 2015; TEIXEIRA et al., 2011). 

Nos hospedeiros vertebrados, a infecção ocorre através do depósito de fezes contendo 

tripomastigotas metacíclicos pelo vetor sobre a pele lesionada ou mucosa. Após a penetração, 

o parasita alcança a corrente sanguínea e invade diferentes células nucleadas, formando 

vacúolos parasitóforos. No interior desses vacúolos se diferenciam em amastigotas, estágio de 

replicação no hospedeiro vertebrado. Como estratégia de sobrevivência, estes secretam toxinas 

que rompem a membrana dos vacúolos fusionados aos lisossomos e são liberados no 

citoplasma, onde se dividem por fissão binária e se diferenciam em tripomastigotas. Sucessivas 

replicações do parasita dentro da célula, resultam na lise celular, ocasionando a liberação das 

formas tripomastigotas na corrente sanguínea. As formas tripomastigotas livres podem invadir 

novas células, principalmente musculares (cardíacas, lisas e esqueléticas) e ganglionares e 

iniciar novos ciclos replicativos ou serem inoculadas por outros triatomíneos durante o repasto 

sanguíneo (BERN, 2015; PEREZ; LYMBERY; THOMPSON, 2014; RASSI Jr; RASSI; 

REZENDE, 2012; TEIXEIRA et al., 2011) (Figura 2). 
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Figura 2 - Desenho esquemático do ciclo biológico do Trypanosoma cruzi 

 
Fonte: Perez, Lymbery e Thompson (2014). 

Legenda: O ciclo de vida do T. cruzi. (A) Triatomíneo realizando 

repasto sanguíneo contendo tripomastigotas no hospedeiro infectado 

(B) Diferenciação em epimastigota (C) Replicação por fissão binária e 

diferenciação em tripomastigota no intestino (D) Eliminação dos 

tripomastigotas nas fezes (E) Invasão nas células hospedeiras (F) 

Diferenciação em amastigotas (G) Replicação por fissão (H) 

Diferenciação em tripomastigotas (I) Lise da célula e liberação na 

corrente sanguínea (J) Invasão de novas células. 

 

Podem existir divergências quanto a cinética do processo descrito e dos tecidos afetados de 

acordo com o tipo de cepa de T. cruzi envolvida, pois cada cepa apresenta características 

biológicas diferentes em relação a taxa de crescimento, parasitemia, virulência, tropismo 

tecidual e isso pode refletir diretamente na patogênese e consequentemente nas diferentes 

formas clínicas da doença (BUSCAGLIA; DI-NOIA, 2003; ZINGALES et al., 2018). 
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2.4 Fases clínicas da doença 

 

A doença de Chagas apresenta duas fases clínicas sucessivas: aguda e crônica. Na fase 

aguda, a maioria dos indivíduos são assintomáticos, contudo, alguns podem manifestar 

sintomas inespecíficos como febre, mal-estar, aumento do fígado, baço e linfonodos e edema 

subcutâneo. Nos casos de transmissão vetorial, alguns indivíduos podem apresentar sinal de 

porta de entrada, como o chagoma (nódulo inflamatório no local da inoculação) ou sinal de 

Romanã (inchaço no tecido periorbital), característicos da doença de Chagas (RASSI Jr; 

RASSI; MARIN-NETO, 2010; RASSI Jr; RASSI; REZENDE, 2012).  

Em casos graves podem ocorrer manifestações cardíacas, como miocardite aguda e 

derrame pericárdico e mais raramente manifestações neurológicas, como meningoencefalite, 

responsáveis pela maioria das mortes nesta fase (LARANJA, 1956; PÉREZ-MOLINA; 

MOLINA, 2018).  

A fase crônica da doença de Chagas ocorre em um período de dois a três meses após a fase 

aguda (COURA; BORGES-PEREIRA, 2011). A maioria dos indivíduos nesta fase apresenta-

se numa forma clínica assintomática definida inicialmente por Carlos Chagas como “quadro 

crônico indeterminado” (CHAGAS, 1916). Este conceito foi consolidado durante a I Reunião 

de Pesquisa Aplicada em doença de Chagas em 1985, sendo essa forma clínica caracterizada 

pela ausência de sinais e sintomas da doença, positividade de exames sorológicos e/ou 

parasitológico, eletrocardiograma convencional normal e exames radiológicos do coração, 

esôfago e cólon normais (ANONYMOUS, 1985).  

Apesar da maioria dos indivíduos permanecer na forma crônica indeterminada pelo resto 

da vida, cerca de 30% desenvolvem a forma clínica sintomática caraterizada pelo 

desenvolvimento de lesões cardíacas e/ou digestivas (BARRET et al., 2003; RASSI Jr; RASSI; 

REZENDE, 2012).  

A cardiomiopatia crônica é a forma clínica mais importante da doença e está associada 

principalmente a arritmias, distúrbios de condução, insuficiência cardíaca e morte súbita 

(MADY; NACRUTH, 1995). Alguns indivíduos podem apresentar distúrbios gastrointestinais 

manifestados como mega-síndromes, que envolvem principalmente o esôfago e o cólon 

(MATSUDA; MILLER; EVORA, 2009) ou podem ainda desenvolver lesões no sistema 

nervoso, envolvendo principalmente o parassimpático (CÓRDOVA et al., 2010). 

Tendo em vista o impacto social e médico-trabalhista das morbidades da doença de Chagas 

(DIAS, 1993; DIAS; SILVEIRA; SCHOFIELD, 2002), podemos destacar a importância de 
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estudos visando o diagnóstico cada vez mais eficiente dos indivíduos infectados, possibilitando 

um tratamento precoce, podendo interferir no prognóstico e na melhoria da qualidade de vida 

desses indivíduos. 

 

2.5 Tratamento 

 

Atualmente apenas dois compostos estão disponíveis para o tratamento da doença de 

Chagas: o benznidazol (produzido no Brasil pelo LAFEPE como Benznidazol LAFEPE® e na 

Argentina pela Maprimed/ELEA como Abarax®) e o nifurtimox (produzido na Alemanha pela 

Bayer HealthCare AG como Lampit™) (MUÑOZ; MURCIA; SEGOVIA, 2011). 

São recomendados para os casos agudos, congênitos, reativados e indivíduos com idade 

inferior a 18 anos, pois apresentam maior tolerância aos medicamentos (DIAS et al., 2016). 

Ambos os tratamentos são mais eficazes na fase aguda, com supressão da parasitemia e taxa de 

cura em torno de 80% (OLIVEIRA et al., 2008), porém a resposta ao tratamento pode variar de 

acordo com o tipo de cepa albergada pelo hospedeiro (HABERLAND et al., 2013).  

Na fase crônica o uso do medicamento deve ser analisado de forma individual, avaliando 

a relação risco-benefício, apresentando controvérsias na sua utilização em casos avançados e 

em indivíduos maiores de 50 anos devido à incerteza na eficácia e elevada toxicidade (PÉREZ-

MOLINA et al., 2009). O uso destes medicamentos pode acarretar vários efeitos colaterais, tais 

como hipersensibilidade, linfadenopatia, polineuropatia periférica e depressão da medula óssea 

(PRATA, 2001).  

 

2.6 Diagnóstico laboratorial 

 

Os critérios laboratoriais para definição do diagnóstico da doença de Chagas foram 

preconizados pelo II Consenso Brasileiro em doença de Chagas financiado pelo Ministério da 

Saúde do Brasil em 2015 e determina a utilização de diferentes técnicas laboratoriais de acordo 

com a fase da doença (DIAS et al., 2016). 

Na fase aguda, os exames parasitológicos são os mais indicados devido à elevada 

parasitemia apresentada pelos indivíduos nessa fase. Quando estes forem negativos, mas as 

suspeitas clínica e epidemiológica persistirem, devem ser utilizados métodos sorológicos. Na 

fase crônica, o exame parasitológico apresenta baixa sensibilidade devido a parasitemia 
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subpatente e por isso não é recomendado, sendo essencial o diagnóstico sorológico (BRASIL, 

2019; DIAS et al., 2016). 

 

2.6.1 Diagnóstico parasitológico 

 

O diagnóstico parasitológico é considerado padrão ouro na fase aguda e se baseia na 

identificação de tripomastigotas de T. cruzi presentes no sangue periférico. Para confirmação 

de caso recomenda-se a utilização simultânea de diferentes métodos, sendo os mais utilizados: 

pesquisa direta a fresco, lâmina corada de gota espessa ou esfregaço e métodos de concentração 

(DIAS et al., 2016). 

A pesquisa a fresco é um método simples e rápido de diagnóstico que se baseia na adição 

de uma gota de sangue entre a lâmina e a lamínula e a busca pelas formas infectantes 

(tripomastigotas) utilizando o microscópio óptico. É considerado o método de escolha para o 

diagnóstico na fase aguda inicial, devendo ser realizada preferencialmente em amostras 

coletadas de paciente febril com 30 dias do início dos sintomas (DIAS et al., 2016; LUQUETTI; 

SCHMUÑIS, 2010). 

Outra forma de diagnóstico parasitológico é através da realização de um esfregaço 

sanguíneo seguido de coloração com Giemsa ou com solução de Wright ou através da gota 

espessa seguida pela coloração pelo método de Walker, que consiste basicamente na ruptura das 

hemácias e leucócitos seguidos de coloração com Giemsa (MEIS; CASTRO, 2017). 

A sensibilidade da pesquisa a fresco é maior em comparação a lâmina corada (LUQUETTI; 

SCHMUÑIS, 2010), contudo esta última ainda é bastante utilizada na região da Amazônia 

Legal devido a facilidade de utilização integrada às ações de diagnóstico da malária (BRASIL, 

2017; DIAS et al., 2016). 

Em casos sintomáticos de mais de 30 dias de evolução, devido a diminuição da parasitemia, 

recomenda-se a utilização de métodos de concentração, como o método de Strout e 

microhematócrito (DIAS et al., 2016).  O método de Strout é o mais sensível entre os métodos 

de concentração, apresentando uma sensibilidade de aproximadamente 96% para a detecção de 

casos agudos. Trata-se de uma técnica que tem como objetivo a concentração do parasita no 

sedimento após centrifugação em alta velocidade do soro obtido de uma amostra de sangue 

(LUQUETTI; RASSI, 2000).  
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O microhematócrito consiste basicamente no preenchimento de um microcapilar com a 

amostra de sangue seguido de centrifugação e posterior avaliação da camada leucocitária em 

microscópio óptico (MEIS; CASTRO, 2017). Devido a utilização de um menor volume de 

amostra em comparação ao método de Strout, é recomendado em casos suspeitos de infecção 

congênita nos estágios iniciais, pois a presença de anticorpos anti-T. cruzi circulantes maternos 

limitam a utilização do diagnóstico sorológico (DIAS et al., 2016; FEILIJ; MULLER; CAPPA, 

1983). 

Apesar da facilidade de execução e baixo custo, uma das principais limitações dos métodos 

de concentração é que as amostras devem ser examinadas em até 24 horas, devido à possível 

lise dos parasitos (DIAS et al., 2016; LUQUETTI; RASSI, 2000; LUQUETTI; SCHMUÑIS, 

2010). 

Em geral, apesar do diagnóstico parasitológico ser considerado padrão ouro na fase aguda, 

apresenta algumas limitações, como a sensibilidade dependente da habilidade do operador, 

sendo necessário um microscopista bem treinado, além do tempo prolongado para o resultado 

(LINDER et al., 2008; PORRÁS et al., 2015). Além disso, a sensibilidade dessas técnicas 

depende do nível de parasitemia do indivíduo, representando desta forma uma importante 

limitação para o diagnóstico na fase crônica da doença (DIAS et al., 2016). 

 

2.6.2 Diagnóstico sorológico 

 

O diagnóstico sorológico é o método de primeira escolha para indivíduos na fase crônica 

da infecção, sendo também utilizado como método complementar de diagnóstico na fase aguda. 

As técnicas mais utilizadas são a hemaglutinação indireta, a imunofluorescência indireta e o 

método imunoenzimático (ELISA) (BRASIL, 2017; DIAS et al, 2016). 

Na fase aguda, quando não se identifica o parasita pelos métodos parasitológicos, deve ser 

realizada a pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi da classe IgM, sempre estando associada com 

achados clínicos e dados epidemiológicos. É mais indicada para fase aguda tardia, contudo, 

pode apresentar resultados falso-positivos com outras doenças febris (BRASIL, 2013, 2017).  

Existe uma dificuldade na implementação de kits sorológicos comerciais aprovados pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) para a fase aguda da doença e por isso o 

diagnóstico precisa ser realizado em um laboratório de referência (DIAS et al., 2016). 
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Na fase crônica, para confirmação diagnóstica, deve ser realizada a detecção de anticorpos 

anti-T. cruzi da classe IgG através de dois métodos sorológicos com princípios distintos ou com 

diferentes preparações antigênicas. Uma das técnicas utilizadas para o diagnóstico deve possuir 

elevada sensibilidade (ELISA com antígeno total ou imunofluorescência indireta) e a outra 

elevada especificidade (hemaglutinação indireta) (DIAS et al., 2016). 

A técnica de ELISA é a mais utilizada entre os métodos sorológicos, pois apresenta elevada 

sensibilidade e especificidade, dependendo do antígeno utilizado, além da capacidade de 

processamento de grande quantidade de amostras rapidamente (MARCIPAR; LAGIER, 2012). 

Para o diagnóstico da doença de Chagas é utilizado o ELISA indireto que se baseia na detecção 

de anticorpos presentes no soro utilizando antígenos fixados em uma superfície insolúvel e um 

segundo anticorpo (anti-imunoglobulina humana) conjugado a uma enzima, que na presença do 

seu substrato específico gera um produto de cor quantificado através da espectrofotometria 

(VOLLER; BIDWELL; BARTLETT, 1976). 

Voller et al. (1975) foi o primeiro a descrever a utilização do ELISA para o diagnóstico da 

doença de Chagas, demonstrando uma boa correlação com os resultados obtidos pela 

imunofluorescência indireta e xenodiagnóstico (VOLLER et al., 1975). A partir de então, vários 

estudos com uma diversidade de protocolos foram descritos utilizando a técnica de ELISA com 

esta finalidade. 

Brasil et al. (2010) realizaram uma revisão sistemática e metanálise para descrever a 

sensibilidade e especificidade dos ensaios de ELISA convencionais e ELISA que utilizam 

antígenos recombinantes para o diagnóstico da doença de Chagas na fase crônica. Foram 

relatados valores altos, tanto de sensibilidade como de especificidade, para o ELISA 

convencional (97,7% e 96,3%) e para o ELISA comercial com antígenos recombinantes (99,3% 

e 97,5%) (BRASIL et al., 2010). Apesar disso, vários estudos ainda recomendam a utilização 

de testes combinados para o diagnóstico preciso na doença na fase crônica, demonstrando 

questionamentos a respeito desta elevada precisão (AFONSO; EBELL; TARLETON, 2012).  

Uma das técnicas sorológicas convencionais utilizadas em combinação com o ELISA é a 

hemaglutinação indireta. Descrita inicialmente por Cerisola e colaboradores (1962), a técnica 

se baseia na aglutinação de hemácias sensibilizadas com antígenos de T. cruzi na presença da 

amostra do indivíduo suspeito contendo anticorpo contra o parasita (CERISOLA; CHABEN; 

LAZZARI, 1962). Apresenta como vantagens a maior simplicidade de execução e dispensa o 

uso de equipamentos sofisticados (LUQUETTI; CASTRO, 1997). 
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Outra técnica bastante utilizada é a imunofluorescência indireta. A técnica se baseia na 

interação do anticorpo anti-T. cruzi presente no soro do indivíduo contra formas epimastigotas 

fixadas numa lâmina. Para visualização do resultado é utilizado um anticorpo anti-

imunoglubulina humana conjugado a um revelador que emite fluorescência quando ocorre a 

reação antígeno-anticorpo (CAMARGO, 1974). 

A utilização da técnica de imunofluorescência indireta para o sorodiagnóstico da infecção 

pelo T. cruzi foi descrita pela primeira vez por Fife e Muschel (1959) e otimizada por Souza e 

Camargo et al. (1966). Este teste apresenta elevada sensibilidade (99%), contudo a leitura do 

resultado é subjetiva, sendo necessário um técnico qualificado para interpretação 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2002).  

Apesar do diagnóstico sorológico ser considerado padrão ouro na fase crônica, algumas 

limitações como o risco de reações cruzadas com outros tripanossomatídeos presentes em áreas 

endêmicas, como Leishmania sp. e Trypanosoma rangeli (CABALLERO et al., 2007; MATOS 

et al., 2015), além da permanência da positividade por anos mesmo após o tratamento 

específico, limitam sua utilização na avaliação da eficácia terapêutica (GALVÃO et al., 1993). 

Além disso, problemas de padronização afetam a precisão e reprodutibilidade dessas técnicas, 

sendo mais um limitante (BRASIL; CASTRO R.; CASTRO L., 2016). 

 

2.6.3 Diagnóstico molecular 

 

Devido às limitações encontradas no diagnóstico da doença de Chagas pelas técnicas 

convencionais, como a baixa sensibilidade dos métodos parasitológicos na fase crônica, a 

ocorrência de reações cruzadas com outros tripanossomatídeos através do diagnóstico 

sorológico, a dificuldade no diagnóstico da infecção congênita nos primeiros meses de vida, 

além da dificuldade no acompanhamento da resposta ao tratamento por métodos sorológicos, 

torna-se necessária a busca por novas ferramentas diagnósticas (ALONSO-PADILLA et 

al.,2017; DIAS et al, 2016; SCHIJMAN et al., 2018).  

Métodos moleculares baseados na detecção do DNA de T. cruzi, como a Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR) e sua variante PCR quantitativa em tempo real (qPCR), vêm 

demonstrando potencial, principalmente para o monitoramento da carga parasitária na fase 

crônica, na detecção precoce da infecção congênita e no acompanhamento da resposta ao 

tratamento (ALONSO-PADILLA et al., 2017; OLIVEIRA, 2020; SCHIJMAN et al.,2011). 
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Davila et al (2018) utilizaram a qPCR para detecção e quantificação da carga de T. cruzi 

em amostras de sangue de 91 pacientes crônicos, comparando os resultados com a técnica de 

hemocultura. A hemocultura foi positiva em 49,6% dos casos, enquanto a qPCR foi positiva em 

58,5%.  O método qPCR mostrou maior potencial para diagnosticar e estimar a carga 

parasitária, mesmo em situação de baixa parasitemia, demonstrando seu potencial no 

diagnóstico e monitoramento da carga parasitária em pacientes crônicos (D’ÁVILA et al., 

2018). 

Estratégias moleculares baseadas em PCR também vêm se mostrando eficientes na 

detecção precoce da infecção congênita (MESSENGER et al., 2018; VELÁZQUEZ et al., 

2014; VIRREIRA et al., 2003). O diagnóstico precoce é importante para garantir um tratamento 

tripanocida eficiente, demonstrando uma alta taxa de cura quando realizado antes de 1 ano de 

idade (CALIER, et al., 2011; MESSENGER et al., 2018; PICADO et al., 2018). 

Virreira et al. (2003) compararam a sensibilidade de diferentes sistemas de PCR com a 

finalidade de aprimorar a detecção da infecção neonatal. O sistema com melhor desempenho 

(primers Tcz1 e Tcz2) demonstrou sensibilidade de 1fg e foi aplicado no diagnóstico da infecção 

congênita em amostras de sangue de cordão umbilical de recém-nascidos, filhos de mães 

infectadas e não infectadas. A técnica se mostrou eficiente para detecção de todos os casos 

positivos em concordância com o diagnóstico padrão e demonstrou ser uma ferramenta útil para 

o diagnóstico da doença de Chagas congênita (VIRREIRA et al., 2003).  

Uma das principais aplicabilidades da qPCR vêm sendo no monitoramento da eficácia 

terapêutica (RAMÍREZ et al., 2017). Devido às limitações das técnicas sorológicas para esta 

finalidade, a qPCR vêm sendo recomendada como metodologia alternativa para o controle de 

cura, apesar de ainda ser restrita a atividades de pesquisa (DIAS et al., 2016). 

Um estudo utilizando diversos protocolos de qPCR foi realizado com o objetivo de 

estabelecer uma metodologia padronizada para acompanhamento da parasitemia em pacientes 

com cardiomiopatia chagásica crônica, submetidos a quimioterapia com benzonidazol. Foram 

utilizados como alvo tanto o DNA satélite (satDNA) como o DNA do cinetoplasto (kDNA), e 

foram comparados sistemas de Sybr Green e de Taqman. A qPCR utilizando Sybr Green 

apresentou melhor custo-benefício e sensibilidade adequada para detecção de baixa carga 

parasitária (MOREIRA et al., 2013).  

Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram o potencial da qPCR como um método 

adequado para quantificar carga parasitária e para o monitoramento da eficácia terapêutica, 
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corroborando com os resultados encontrados em outros estudos (DUFFY et al., 2009; PIRON 

et al., 2007; RAMÍREZ et al., 2017). 

De maneira geral, apesar das vantagens demonstradas pela PCR convencional e qPCR, 

devido à ausência de protocolos definidos e procedimentos padronizados, estas não podem ser 

consideradas como método de diagnóstico isolado para confirmação de caso de doença de 

Chagas aguda ou crônica. Além disso, a necessidade de laboratórios bem equipados e o alto 

custo de execução restringem a aplicação destes testes a laboratórios de referência, tornando 

evidente a necessidade do desenvolvimento de novas ferramentas diagnósticas que possam ser 

implementadas em áreas com poucos recursos (DIAS et al., 2016). 

 

2.7 Amplificação isotérmica em alça (LAMP) 

 

Apesar dos métodos moleculares citados apresentarem diversas vantagens, como a elevada 

sensibilidade e especificidade e principalmente a capacidade de serem utilizados para o 

monitoramento da carga parasitária e da eficácia do tratamento, algumas características como 

a necessidade de equipamentos sofisticados e o alto custo de execução, dificultam a 

implementação na rotina laboratorial, principalmente em países em desenvolvimento (JAMES; 

MACDONALD, 2015).  

Desta forma, a técnica molecular de amplificação isotérmica em alça (Loop-mediated 

isothermal amplification) vêm demonstrando potencial como uma possível ferramenta para o 

diagnóstico e vigilância de doenças infecciosas (MORI; KANDA; NOTOMI, 2013; MORI; 

NOTOMI, 2009, 2020;). 

 

2.7.1 Princípios básicos da técnica 

 

A amplificação isotérmica em alça (LAMP) é uma técnica molecular desenvolvida por 

Notomi e colaboradores em 2000 com o objetivo de amplificar milhares de vezes um fragmento 

da molécula de DNA, em condições isotérmicas, com elevada especificidade, rapidez e 

eficiência (NOTOMI et al., 2000). É considerada uma técnica simples e com um bom custo-

benefício, por não necessitar de equipamentos sofisticados como o termociclador (DEA-

AYUELA et al., 2018), atraindo interesse para o uso no campo ou diagnóstico no ponto de 

atendimento em áreas endêmicas com poucos recursos (JAMES; MACDONALD, 2015; 

NJIRU, 2012). 
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A técnica consiste basicamente na adição de reagentes termoestáveis como tampão, dNTPs, 

MgSO4, betaína e primers em um tubo juntamente com a enzima Bst DNA polimerase e o DNA 

de interesse, onde serão submetidos a uma temperatura constante de aproximadamente 60-65ºC 

para que ocorra o processo de amplificação do DNA alvo (TANNER; EVANS, 2014; 

TOMLINSON, 2012).  

A enzima Bst DNA Polimerase, extraída do Bacillus stearothermophilus, possui a 

capacidade de abrir a dupla hélice de DNA ao mesmo tempo que realiza a polimerização da 

nova fita (NOTOMI et al., 2000). Além disso, tem como uma importante característica a maior 

tolerabilidade a inibidores presentes em amostras clínicas, representando uma vantagem em 

relação as utilizadas na PCR convencional, pois podem ser utilizadas amostras sem extração 

prévia de DNA, diminuindo o tempo e custo do processo (NOTOMI et al., 2015; ZHANG; 

LOWE; GOODING, 2014). 

Inicialmente, a técnica foi descrita utilizando dois pares de primers, um par interno 

denominado FIP (foward inner primer) e BIP (backward inner primer) e um par externo 

denominado F3 e B3 (outter primers) (NOTOMI et al., 2000; LI et al., 2017). O primer FIP 

apresenta uma estrutura composta por uma região F1c e uma região F2 complementar ao sítio 

F2c da fita de DNA alvo. Já o primer BIP apresenta uma região denominada B1c e uma região 

B2, que hibridiza na sequência B2c da fita alvo (PARIDA et al., 2008). 

Posteriormente foram desenvolvidos por Nagami e Notomi (2002) primers do loop que 

foram denominados de FLP (forward loop primer) e BLP (backward loop primer). Estes se 

anelam nas regiões que não são acessadas pelos primers internos, entre as sequências F1 e F2 

(FLP) e entre B1 e B2 (BLP) (NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002). A adição desses primers 

é facultativa, mas seu uso aumenta a velocidade da reação e garante uma maior sensibilidade 

para a técnica (LI et al., 2017) (Figura 3). 
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Figura 3 - Esquema representativo dos primers de LAMP 

Fonte: Parida et al. (2008). 

 

2.7.2 Etapas de reação de LAMP 

 

A reação de LAMP pode ser dividida em duas etapas: etapa não cíclica e etapa cíclica 

(PARIDA, 2008). Na etapa não cíclica atuam os primers externos e internos e o produto 

formado é utilizado como molde para a etapa cíclica. Nesta última etapa ocorre a ação apenas 

dos primers internos e ao final da reação, em aproximadamente 1 hora, são formadas 109 cópias 

do DNA alvo (ZHAO et al., 2015). 

A etapa não cíclica inicia-se quando ocorre a elevação da temperatura e a enzima Bst DNA 

polimerase torna-se ativa, iniciando a abertura da dupla fita de DNA. Após isso, o primer 

interno FIP hibridiza na região F2c através da sua região complementar F2 e a enzima realiza a 

síntese da nova fita. Em seguida, o primer externo F3 se liga a região F3c da fita alvo e a enzima 

realiza a extensão de uma nova fita complementar. Contudo, à medida que esta síntese acontece, 

ocorre o deslocamento da fita anteriormente sintetizada a partir do primer FIP e como esta 

apresenta regiões auto complementares (F1c e F1) ocorre a formação de um loop na 

extremidade 5’ nesta região (PARIDA et al., 2008; TOMITA et al., 2008). 

A fita simples liberada nesta primeira fase de reação é utilizada como molde, ocorrendo o 

anelamento do primer interno BIP na região B2c da extremidade 3’ e novamente a enzima DNA 

polimerase realiza a extensão da nova fita. Em seguida, o primer externo B3 hibridiza na região 

B3c e a síntese a partir desse primer provoca o deslocamento da fita anteriormente sintetizada 

a partir do BIP, semelhante ao que ocorre na outra extremidade. Desta forma, a fita liberada 

apresentará uma estrutura com dois loops, um em cada extremidade, semelhante a um haltere, 

necessária para a etapa cíclica (PARIDA et al., 2008; TOMITA et al., 2008) (Figura 4). 



32 

 

Figura 4 - Representação esquemática da etapa não-cíclica de LAMP 

 
Fonte: Adaptada de Tomita et al. (2008). 

  

Na etapa cíclica apenas os primers internos atuarão, pois as regiões reconhecidas pelos 

primers externos (F3c e B3c) não estarão presentes na fita molde formada na etapa não cíclica. 

A etapa cíclica inicia-se quando ocorre o anelamento do primer FIP na região F2c presente no 

loop da extremidade 3’ e a síntese de uma nova fita é iniciada pela enzima. Simultaneamente, 

na extremidade 3’ livre da região F1 da fita molde, é realizada a síntese de uma outra fita de 

DNA que possuirá na extremidade uma região auto complementar B1 e B1c, levando a 

formação de um loop. A partir da extremidade 3’ livre presente neste loop formado, ocorre um 

processo de autoativação da síntese, ou seja, ocorre a formação de uma nova fita de DNA 

continuamente, liberando a fita anteriormente formada a partir do primer FIP (NOTOMI et al., 

2000; PARIDA et al., 2008; TOMITA et al., 2008).  

Nesta fita liberada ocorre a hibridização do primer BIP na região B2c do loop na 

extremidade 5’ e a enzima Bst DNA polimerase realiza a síntese de uma nova fita 

complementar. O processo de autoativação da síntese ocorre semelhantemente nesta 

extremidade até a liberação da fita formada pelo BIP. Neste processo, diversas estruturas de 
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tamanhos e formas diferentes são liberadas até que os primers internos sejam consumidos 

(NOTOMI et al., 2000; PARIDA et al., 2008; TOMITA et al., 2008) (Figura 5).   

 

Figura 5 - Representação esquemática da etapa cíclica de LAMP 

 
Fonte: Adaptada de Tomita et al. (2008). 

 

2.7.3 Formas de visualização do resultado 

 

Os produtos da reação de LAMP podem ser detectados de diferentes formas, pela turvação, 

mudança de cor ou fluorescência (OSCORBIN et al., 2016), tendo como principal vantagem a 

capacidade de visualização do resultado no próprio tubo a olho nu, reduzindo a necessidade de 

equipamento sofisticados (DEA-AYELA et al., 2018). 

Um dos métodos de visualização mais simples é através da detecção da turvação do produto 

de reação que ocorre devido a formação de pirofosfato de magnésio durante o processo de 



34 

 

amplificação. O pirofosfato, liberado dos dNTPs utilizados como substratos, possui afinidade 

por íons metálicos como o magnésio presente na reação, se ligando a este e formando como 

produto um sal insolúvel que pode ser visualizado a olho nu como um precipitado branco no 

tubo. Esta turbidez é proporcional a quantidade de DNA amplificado. É uma forma de 

visualização simples e de baixo custo, contudo a interpretação dos resultados é subjetiva (MORI 

et al., 2001; TOMITA et al., 2008; ZHANG et al.,2014). 

Outra forma de detecção dos produtos da reação de LAMP é através da visualização 

colorimétrica utilizando corantes como o azul de hidroxinaftol (HNB) ou verde de malaquita. 

O HNB serve como um indicador para íons de metais alcalinos terrosos. É utilizado antes da 

reação de amplificação, reagindo com o íon magnésio tornando a coloração violeta. Em caso 

de positividade, ocorre modificação da cor da reação de violeta para azul devido ao consumo 

do magnésio. As principais vantagens dessa técnica é a redução da chance de contaminação e a 

possibilidade de visualização dos resultados mesmo após duas semanas do procedimento, 

contudo a principal desvantagem é a dificuldade na interpretação visual dos resultados em 

amostras com baixa amplificação (GOTO et al., 2009). 

Além disso, a detecção também pode ser feita através da fluorescência utilizando corantes 

como o Sybr Green e a calceína. A calceína, assim como o corante HNB é um indicador de íons 

metálicos. Quando adicionada na reação juntamente com o íon manganês forma um complexo 

que não emite fluorescência visível. Porém, durante o processo de amplificação, ocorre 

liberação de íons pirofosfato que possuem maior afinidade com o íon divalente (Mn2+) 

desfazendo o complexo, deixando a calceína livre. A calceína livre emite fluorescência sob luz 

UV, desta forma, a reação positiva pode ser identificada. A calceína também é capaz de se ligar 

ao íon magnésio na reação, aumentando a emissão de fluorescência (TOMITA et al., 2008). 

Já o Sybr Green é um corante fluorescente intercalante de DNA fita dupla. É adicionado 

ao final da reação, diretamente no produto, se ligando a qualquer DNA fita dupla formado (LIU 

et al., 2017; NJIRU, 2012).  Em caso de positividade, a cor do produto de reação muda de 

laranja para verde fluorescente e essa mudança pode ser visualizada tanto sob luz natural, como 

por luz UV (PARIDA et al., 2008).  

Apesar de haver inúmeros métodos para rápida identificação do processo de amplificação, 

a eletroforese em gel de agarose ainda é o método de detecção mais comumente utilizado. 

Diferentemente do que é visto na PCR convencional, o resultado do LAMP apresenta-se como 
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um padrão de bandas manchadas em escada, devido a formação de produtos de diferentes 

tamanhos moleculares durante a reação (NOTOMI et al., 2000). 

 

2.7.4 Aplicação da técnica de LAMP na detecção do DNA de T. cruzi 

 

A técnica de LAMP tem sido vista como uma ferramenta promissora para o diagnóstico de 

doenças parasitárias negligenciadas, como tripanossomíase africana, leishmaniose, 

esquistossomose, filariose, entre outras, principalmente em regiões de recursos limitados onde 

estas doenças são endêmicas (AVENDAÑO; PATARROYO, 2020; DEA-AYUELA et al., 

2018). Alguns estudos vêm demonstrando o potencial da técnica para detecção do DNA de 

Trypanosoma cruzi (Quadro 1). 

 

Quadro 1 – Publicações relatando a utilização da técnica da LAMP para o diagnóstico da 

doença de Chagas 

(Continua) 

Marcador 

molecular 

Tipo de 

amostra 

Nº de 

amostras 

Sensibilidade  

analítica 

Referência 

18S rRNA Cepa Tulahuen - 1fg Thekisoe et al 

(2007) 

18S rRNA Cepa 

Tulahuen/ 

Insetos 

triatomíneos 

- 

52 

100fg Thekisoe et al 

(2010) 

18S rRNA Amostras de 

sangue humano 

27 50 parasitas/mL Rivero et al 

(2017) 

 

Sequência 

repetitiva de 

DNA satélite 

Cepas de seis 

DTUs/ 

Amostras de 

sangue humano 

- 

33 

DNA cepas TcI e TcVI:  

1 x 10−2 fg/μL 

 

Besuschio et al 

(2017) 
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Quadro 1 – Publicações relatando a utilização da técnica da LAMP para o diagnóstico da 

doença de Chagas 

(Continuação) 

Marcador 

molecular 

Tipo de 

amostra 

Nº de 

amostras 

Sensibilidade  

analítica 

Referência 

Sequência 

repetitiva de 

DNA satélite 

Amostras de 

sangue 

humano 

46 1 x 10−2 fg/μL 

(Besuschio et al., 2017) 

Besuschio et al 

(2020) 

Sequência 

repetitiva de 

DNA satélite 

(231pb) 

Cepa CL 

Brener e cepa 

DM28 

- CL Brener: 5fg  

DM28: 50fg 

Ordóñez et al 

(2020) 

Sequência 

repetitiva de 

DNA satélite 

Amostras de 

sangue 

humano 

295 1 x 10−2 fg/μL 

(Besuschio et al., 2017) 

Flores-Chavez 

et al (2021) 

Fonte: Adaptado de Avendaño e Patarroyo (2020). 

 

Thekisoe e colaboradores foram os primeiros a desenvolverem um sistema de LAMP para 

detecção do DNA de espécies e subespécies de tripanossomas que incluía o T. cruzi. Utilizaram 

primers desenhados tendo como alvo molecular genes conservados entre os 

tripanossomatídeos, como o 18S rRNA. O sistema descrito apresentou elevada especificidade 

e sensibilidade, sendo capaz de detectar até 1fg de DNA, demonstrando o potencial da técnica 

como método alternativo de diagnóstico molecular em áreas com poucos recursos (THEKISOE 

et al., 2007). 

Em estudos posteriores realizados por este mesmo grupo, foi desenvolvido um sistema de 

LAMP com seis primers, incluindo os primers do loop, sendo utilizado para detecção de DNA 

de T. cruzi em insetos vetores Rhodnius pallescens. O sistema desenvolvido foi comparado aos 

resultados da PCR convencional. O limite de detecção do sistema foi de 100 fg e quando 

avaliado frente as amostras do vetor, foi observada uma pequena diferença de desempenho entre 

a LAMP e a PCR convencional, pois de um total de 52 amostras, 17 foram positivas pelo LAMP 

e 14 foram positivas na PCR convencional. Estes resultados sugeriram a utilização do LAMP 
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na detecção de T. cruzi em amostras clínicas, amostras de sangue para transfusão e transplante 

de órgãos (THEKISOE et al., 2010). 

Em 2017, Rivero e colaboradores foram os primeiros a aplicarem a técnica de LAMP para 

detecção de T. cruzi em amostras clínicas. Eles utilizaram amostras de bebês nascidos de mães 

infectadas e o ensaio foi desenvolvido adaptando os primers descritos por Mikita et al. (2014) 

para Leishmania sp. O sistema apresentou 100% de concordância com as técnicas de 

diagnóstico convencional (parasitológico e sorológico) demonstrando a capacidade da técnica 

no diagnóstico da forma congênita da doença de Chagas. Contudo, houve reação cruzada com 

DNA de L.braziliensis e T.rangeli, demonstrando que sua utilização poderia gerar resultados 

falso positivos em locais onde estes parasitas coabitam. Além disso, a sensibilidade analítica 

limitada do sistema (50 parasitas/mL) utilizando primers direcionados a região 18S rRNA 

sugeriram a possibilidade do aperfeiçoando da técnica através da utilização de primers 

direcionados a regiões do genoma com maior número de cópias, como por exemplo, o DNA 

satélite (RIVERO et al., 2017). 

Besuschio e colaboradores (2017) foram os primeiros a desenvolverem um kit protótipo de 

LAMP (Trypanosoma cruzi Loopamp) para o diagnóstico da doença de Chagas com elevada 

sensibilidade (0,01 fg). Eles utilizaram como alvo sequências repetitivas de DNA satélite de T. 

cruzi e o sistema foi aplicado em amostras de pacientes com várias formas clínicas da doença 

(aguda, crônica, congênita e reativa), sendo os resultados comparados com a qPCR. De um total 

de 23 amostras, o sistema foi capaz de detectar todas as amostras de pacientes com as formas 

congênita, aguda e reativada e 4 de 10 amostras de pacientes na fase crônica, apresentando uma 

discreta diferença de sensibilidade quando comparado a qPCR (3 de 10 amostras) 

(BESUSCHIO et al., 2017). 

Posteriormente, estes mesmos autores avaliaram a precisão diagnóstica do kit em amostras 

de 46 pacientes com doença de Chagas aguda (pacientes com a forma congênita, receptores de 

órgãos de doadores com doença de Chagas, pacientes com a forma oral e coinfectados com HIV 

com risco de reinfecção), apresentando 93% de sensibilidade e 100% de especificidade 

utilizando a qPCR como teste de referência (BESUSCHIO et al., 2020). Estes resultados 

demonstraram o potencial da técnica de LAMP no diagnóstico de pacientes em diferentes 

cenários clínicos. 

Ordóñez e colaboradores (2020) desenvolveram um sistema baseado em LAMP (Tc-

LAMP) para o diagnóstico da doença de Chagas, utilizando uma sequência repetitiva de DNA 
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satélite como marcador molecular para detecção de diferentes linhagens. O sistema apresentou 

uma sensibilidade de 5 fg para a cepa CL Brener (referente aos parasitas envolvidos no ciclo 

doméstico) e 50 fg para a cepa Dm28 (referente aos parasitas envolvidos no ciclo selvagem) e 

não houve reação cruzada com helmintos e protozoários avaliados, incluindo Leishmania spp., 

reforçando sua importância como uma técnica precisa e facilmente adaptável em áreas de 

recursos limitados (ORDÓÑEZ et al., 2020). 

Recentemente, Flores-Chavez et al. (2021) avaliaram o desempenho do kit Trypanosoma 

cruzi Loopamp (Eiken Chemical Co. Ltd., Japan) no diagnóstico da doença de Chagas na 

Espanha, área não endêmica para a doença. Foram utilizadas amostras de 39 pacientes com a 

forma congênita, 48 amostras de crianças não infectadas nascidas de mães infectadas, 174 

amostras de pacientes crônicos e 34 amostras de indivíduos não chagásicos. A sensibilidade, 

especificidade e acurácia do LAMP foram avaliadas em comparação com o padrão-ouro para 

cada fase. Para a doença de Chagas congênita a sensibilidade foi de 97%, especificidade de 92-

94% e acurácia de 94%. Já para a doença de Chagas crônica a sensibilidade foi de 47%, 

especificidade de 100% e acurácia de 56%. Neste estudo também foi avaliada a concordância 

entre o kit de LAMP e a técnica de qPCR. Para a doença de chagas congênita a concordância 

foi maior (k=0,86 a 0,91) que para a crônica (k=0,67 a 0,83), demonstrando o potencial deste 

kit no diagnóstico precoce da infecção congênita (FLORES-CHAVEZ et al., 2021). 

Em nossa proposta, sistemas de amplificação isotérmica em alça (LAMP) foram 

desenvolvidos para detecção de DNA de T. cruzi em amostras de indivíduos na fase aguda da 

doença de Chagas. Este estudo tem como objetivo propor uma ferramenta diagnóstica rápida, 

eficaz e que requer poucos investimentos, podendo ser facilmente implementada nos serviços 

de saúde. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Mesmo após um século da descoberta, a doença de Chagas continua sendo negligenciada, 

permanecendo como um importante problema de saúde pública principalmente na América 

Latina.  No Brasil, as ocorrências recentes de surtos por transmissão oral reforçam a necessidade 

de ações que visam o combate à doença. Uma importante medida de controle é o diagnóstico 

laboratorial, pois quando realizado de forma eficiente pode direcionar ao rápido tratamento, 

podendo interferir no prognóstico da doença. Além disso, o diagnóstico eficaz na fase crônica 

também é necessário para o acompanhamento da resposta ao tratamento e manutenção da 

qualidade de vida dos indivíduos infectados.  

Entretanto, os métodos diagnósticos estabelecidos tanto para a fase aguda, como para a 

fase crônica apresentam limitações. Na fase aguda, os métodos parasitológicos apresentam 

variações de sensibilidade, dependendo da habilidade do microscopista, além do tempo 

prolongado para o resultado e na fase crônica, os métodos sorológicos apresentam problemas 

de reações cruzadas, além da permanência de positividade mesmo após o tratamento, 

dificultando o acompanhamento da eficácia terapêutica.  

Alguns métodos moleculares, como a reação em cadeia da polimerase (PCR) e sua variante 

(qPCR) vêm sendo propostos para o diagnóstico da doença de Chagas, no entanto, a necessidade 

de equipamentos sofisticados e o alto custo de execução dificultam sua implementação em áreas 

de recursos limitados. Desta forma, a técnica de LAMP vem atraindo interesse por ser simples, 

de fácil execução, baixo custo e apresentar elevada sensibilidade e especificidade. 

Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi desenvolver sistemas baseados em LAMP 

para o diagnóstico da doença de Chagas como uma ferramenta rápida, eficaz e que requer 

poucos investimentos, facilitando sua implementação em áreas de recursos limitados. 
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4 PERGUNTA CONDUTORA 

 

A técnica de amplificação isotérmica em alça (LAMP) se mostra eficaz para o diagnóstico 

da doença de Chagas na fase aguda? 
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5 HIPÓTESE 

 

A técnica de amplificação isotérmica em alça (LAMP) se mostra eficaz para o diagnóstico 

da doença de Chagas na fase aguda. 
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6 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver sistemas baseados em amplificação isotérmica em alça (LAMP) para o 

diagnóstico da doença de Chagas. 

 

6.1 Objetivos específicos 

 

a) Otimizar sistemas de LAMP convencional e em tempo real para o diagnóstico da doença 

de Chagas; 

b) Aplicar o sistema de LAMP convencional em amostras de indivíduos expostos ao surto 

agudo de doença de Chagas ocorrido em Ibimirim/PE; 

c) Comparar o desempenho do sistema de LAMP com os testes parasitológico e sorológico 

(padrão-ouro) para o diagnóstico da doença de Chagas; 

d) Comparar o desempenho do sistema de LAMP com o sistema de qPCR (TcSAT-IAM) 

para o diagnóstico da doença de Chagas; 

e) Desenvolver um kit baseado em LAMP para o diagnóstico da doença de Chagas. 
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7 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Nesta seção foram descritos os procedimentos e materiais utilizados para a realização do 

presente estudo. 

 

7.1 Desenho de estudo 

 

Este trabalho caracteriza-se como um estudo analítico de validação de método diagnóstico, 

onde são avaliados parâmetros como sensibilidade e especificidade do sistema frente a amostras 

biológicas (SACKETT; HAYNES, 2002). 

 

7.2 Amostras de estudo 

 

Foram utilizadas amostras de sangue de 77 indivíduos expostos ao surto agudo de doença 

de Chagas ocorrido em abril de 2019 na cidade de Ibimirim, na mesorregião do sertão 

Pernambucano. As amostras fazem parte do biorrepositório do Serviço de Referência em 

Doença de Chagas (SRDC) do Instituto Aggeu Magalhães/Fiocruz-PE. 

Dos 77 indivíduos, 38 foram considerados casos de infecção pelo T. cruzi e 39 foram 

considerados não casos, segundo dados da Secretaria Estadual de Saúde do Estado de 

Pernambuco (SES/PE). Esta classificação foi baseada em critério clínico-epidemiológico 

(presença de sinais clínicos de infecção de T. cruzi, mas sem exames laboratoriais positivos) ou 

critério laboratorial (com diagnósticos parasitológico e/ou sorológico positivos para a infecção 

pelo T. cruzi). Dos 38 casos, 10 foram considerados por critério clínico-epidemiológico e 28 

por critério laboratorial. 

 

7.3 Extração e purificação de DNA das amostras biológicas 

 

A extração e purificação de DNA das amostras de sangue foram realizadas pela equipe do 

SRDC utilizando o kit comercial QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Holanda) seguindo as 

recomendações do fabricante, as quais compreendem basicamente três etapas: lise celular, 

lavagem da mini coluna e eluição do DNA. O material extraído foi armazenado a -20C° até o 

momento da utilização. 
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7.4 Diagnóstico etiológico das amostras biológicas 

 

O diagnóstico etiológico (parasitológico e sorológico) para confirmação da infecção pelo 

T. cruzi foi realizado pelo SRDC e pelo Laboratório Central de Saúde Pública de Pernambuco 

(LACEN/PE) conforme o II Consenso Brasileiro em doença de Chagas de 2015 (DIAS et al., 

2016).  

Para o diagnóstico parasitológico, 62 das 77 amostras de sangue dos indivíduos expostos 

ao surto agudo de doença de Chagas foram avaliadas por diferentes técnicas parasitológicas 

(pesquisa direta a fresco, esfregaço sanguíneo, gota espessa corados e método de strout).  

Em relação ao diagnóstico sorológico, 72 das 77 amostras de sangue dos indivíduos 

expostos ao surto agudo de doença de Chagas foram avaliadas por testes imunoenzimáticos.  O 

Kit GOLD ELISA (REM Industrias e Comércio LTDA, São Paulo, Brasil) foi utilizado para 

detecção de anticorpos anti-T. cruzi da classe IgM e o kit BIOLISA Chagas Recombinante 

(QUIBASA Química Básica Ltda, Minas Gerais, Brasil) foi utilizado para detecção de 

anticorpos anti-T. cruzi da classe IgG através de antígenos recombinantes.  

 

7.5 PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

 

O diagnóstico molecular de todos os indivíduos expostos ao surto agudo de doença de 

Chagas (n=77) foi realizado através do sistema de qPCR denominado TcSAT-IAM, 

desenvolvido pelo SRDC.  

 

7.6 Extração e purificação de DNA genômico de T. cruzi  

 

A extração e purificação de DNA genômico de T. cruzi (cepa Y) foram realizadas 

utilizando o método de fenol/clorofórmio adaptado de Sambrook et al. (1989). 

Inicialmente a amostra de tripomastigotas de T. cruzi em meio de cultura RPMI foi 

centrifugada a 12.000 rpm, por 4 minutos, e o sobrenadante foi descartado. Em seguida foram 

adicionados 800 μL de álcool etílico ao tubo, agitado no vortex e centrifugado a 12.000 rpm, 

por 4 minutos. O sobrenadante foi descartado e esta etapa foi repetida. Após isso, foram 

adicionados 400 μL de solução de lise e 20 μL de proteínase K, o tubo foi agitado no vortex e 

armazenado na estufa a 60 C°, por 1 hora. Posteriormente, foi adicionada solução de fenol na 

proporção de 1:1, seguida de uma mistura por inversão de tubo e centrifugação a 13.000 rpm, 
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por 3 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo onde 

foi adicionada solução de fenol-clorofórmio, na proporção de 1:1. O tubo foi misturado 

novamente por inversão e centrifugado a 13.000 rpm por 3 minutos. Após este tempo, o 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo e a etapa de fenol-clorofórmio foi repetida. Em 

seguida, foi adicionada solução de clorofórmio na proporção 1:1, realizada uma mistura por 

inversão de tubo e centrifugação a 13.000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi transferido 

para um novo tubo, onde foi adicionado álcool isopropílico gelado na proporção 1:1 e 

armazenado no freezer, por aproximadamente 30 minutos. Após este tempo, foi realizada uma 

centrifugação a 13.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o tubo foi deixado 

em repouso por aproximadamente 15 minutos à temperatura ambiente, para secagem. Por 

último foi realizada a eluição com 200 μL de água ultrapura. 

 

7.7 Curva de diluição seriada de DNA de T. cruzi  

 

Após o processo de extração e purificação do DNA genômico de T. cruzi (cepa Y), foi 

realizada a dosagem do DNA através do equipamento Nanodrop 2000c (ThermoScientific), 

para definir a concentração do DNA extraído. 

O DNA foi utilizado para preparação de uma curva de diluição seriada de fator 10, com 

concentrações entre 0,5 ng/µL e 5 ag/µL, para ser utilizada na avaliação da sensibilidade 

analítica dos sistemas de LAMP (Figura 6). Foram utilizados 2 µL de cada ponto da curva 

durante os ensaios. 

 

Figura 6 – Esquema de preparação da curva de diluição seriada de fator 10 de DNA 

de T. cruzi 

 
Fonte: A autora. 
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7.8 Amplificação isotérmica em alça (LAMP) 

 

Foram otimizados sistemas de LAMP convencional e em tempo real para detecção de DNA 

de T. cruzi. O sistema de LAMP convencional otimizado foi aplicado para o diagnóstico da 

doença de Chagas em amostras de indivíduos exposto ao surto agudo ocorrido em Ibimirim/PE. 

 

7.8.1 Otimização do sistema de LAMP convencional 

 

Foram avaliados dois sistemas de LAMP descritos na literatura: o sistema de Thekisoe et 

al. (2010), tendo como alvo molecular o gene 18S rRNA, e o sistema de Ordóñez et al. (2020) 

tendo como alvo uma sequência repetitiva de DNA satélite de 231pb. As sequências dos 

primers de cada estudo estão descritas no Quadro 2. 

 

Quadro 2 - Sequências dos primers utilizados nas reações de LAMP 

Autores Primer Sequência Tamanho (pb)  

Thekisoe et 

al. (2010) 

FIP CGTGAGTTGAGGGAAGGCATGAGTTGTTGGC

AGACTTCGGT 

41 

 BIP GCATCCAGGAATGAAGGAGGGTTCGTCTTGG

TGCGGTCTA 

40 

 F3 CCGTGTGGCACTGTTTGT 18 

 B3 TGAAGAATGCCTTCGCTGT 19 

 LF CATGTGAGATGCGAAGGG 18 

 LB CATGTGAGATGCGAAGGG 18 

Ordóñez et 

al. (2020) 

FIP CCCACCATTCACAATCGGAAACCACTCGGCT

GATCGTTTT 

40 

 BIP AGTCAGAGGCACTCTCTGTCAACCAAGCAGC

GGATAGTTC 

40 

 F3 AACTATCCGCTGCTTGGA 18 

 B3 AAGAGCTCGCGAAATTCC 18 

 LF TTGGACCACAACGTGTGAT 19 

 LB TTCACACACTGGACACCAAA 20 

Fonte: Thekisoe et al. (2010); Ordóñez et al. (2020). 
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Inicialmente as condições de reação utilizadas para o sistema de Thekisoe et al foram: 1x 

Isothermal buffer (New England Biolabs), 6 mM de MgSO4 (New England Biolabs), 0,8 M de 

betaína (Sigma-Aldrich), 1,4 mM de cada dNTP (Sigma-Aldrich), 5 pmols de cada primer F3 

e B3, 40 pmols de cada primer FIP e BIP, 20 pmols de cada primer LF e LB, 8 U da enzima 

Bst 3.0 DNA Polymerase (New England Biolabs), 2 μl de DNA de T. cruzi e água ultrapura 

para completar o volume de 25 μl.  Os microtubos foram submetidos a temperatura de 63 C° 

por 60 minuto e para inativação da enzima, ao final da reação, o microtubo foi submetido a 

80°C por 10 min. 

Para o sistema de Ordóñez et al, foram utilizadas inicialmente as seguintes condições: 1x 

Isothermal buffer (New England Biolabs), 0,8 mM de MgSO4 (New England Biolabs), 1 M de 

betaína (Sigma-Aldrich), 2,5 mM de dNTP mix (Sigma-Aldrich), 5 pmols de cada primer F3 e 

B3, 40 pmols de cada primer FIP e BIP, 5 pmols de cada primer LF e LB, 8 U da enzima Bst 

2.0 WarmStart DNA Polymerase (New England Biolabs), 2 μl de DNA de T. cruzi e água 

ultrapura para completar o volume de 25 μl. Os microtubos foram submetidos a temperatura de 

65 C° por 60 minutos e para inativação da enzima, ao final da reação, o microtubo foi submetido 

a 80°C por 10 min. 

Durante o processo de otimização foram testadas diferentes temperaturas (63-68 C°), 

tempo de reação (30-90 minutos) e concentração dos reagentes, a fim maximizar a 

reprodutibilidade do ensaio. O sistema que apresentou resultados preliminares satisfatórios 

seguiu para fase de avaliação da sensibilidade e especificidade analítica. 

 

7.8.2 Análise e registro dos resultados de LAMP  

 

Os resultados das reações de amplificação foram visualizados a olho nu utilizando o 

corante intercalante de DNA Sybr Green I com observação em iluminação natural (Figura 7A 

e 7B) e luz ultravioleta (Figura 7C). Foram consideradas positivas aquelas que apresentaram 

coloração verde e negativas aquelas que apresentaram coloração laranja. Os resultados também 

foram visualizados utilizando o equipamento iBright FL1500 (Invitrogen), sendo considerados 

positivos os tubos que apresentaram fluorescência (Figura 7D). 
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Figura 7 – Formas utilizadas para visualização do resultado das reações de LAMP 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: A- Detecção visual do resultado da reação de LAMP utilizando o corante Sybr Green I 

(iluminação natural em fundo branco); B- Detecção visual do resultado da reação de LAMP 

utilizando o corante Sybr Green I (iluminação natural em fundo preto); C- Detecção visual do 

resultado da reação de LAMP utilizando o corante Sybr Green I (luz ultravioleta); D - Visualização 

do resultado da reação de LAMP através do equipamento iBright FL1500 (Invitrogen); 1- Controle 

positivo (1ng de DNA de T. cruzi); 2- Controle negativo. 

 

As reações foram confirmadas por eletroforese em gel de agarose a 2% com coloração pelo 

brometo de etídio de acordo com Sambrook et al. (1989) ou pelo Sybr Safe. As bandas de DNA 

separadas por eletroforese foram visualizadas em transiluminador de luz ultravioleta e 

fotografadas com um sistema de documentação Polaroid MP4+ SystemTM (Sigma St. Louis, 

MA, USA). Foram consideradas positivas aquelas que apresentaram o padrão de bandas em 

escada característico das reações de LAMP. 

 

7.8.3 Otimização do sistema de LAMP em tempo real  

 

O protocolo de LAMP convencional otimizado foi utilizado para o desenvolvimento de um 

sistema de LAMP em tempo real para o diagnóstico da doença de Chagas. As condições de 

reação foram: 1x Isothermal buffer (New England Biolabs), 0,8 mM de MgSO4 (New England 

Biolabs), 1 M de betaína (Sigma-Aldrich), 2,5 mM de dNTP mix (Sigma-Aldrich), 5 pmols de 

cada primer F3 e B3, 40 pmols de cada primer FIP e BIP, 5 pmols de cada primer LF e LB, 8 

U da enzima Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase (New England Biolabs), 2 μl de DNA de T. 

cruzi e água ultrapura para completar o volume de 25 μl. Os microtubos foram submetidos a 

temperatura de 65 C° por 60 minutos.  

As reações foram realizadas no termociclador Rotor-Gene Q (QIAGEN), sendo utilizado 

o corante fluorescente Syto 9 para acompanhar o processo de amplificação de DNA em tempo 

real. 
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Inicialmente foram realizados experimentos preliminares utilizando 1ng de DNA de T. 

cruzi como controle positivo de reação e o mix sem DNA como controle negativo. Após 

observada a amplificação de DNA no controle positivo, avaliamos a sensibilidade analítica do 

sistema.  

 

7.8.4 Avaliação da sensibilidade e especificidade analítica dos sistemas de LAMP 

 

Para avaliação da sensibilidade analítica dos sistemas de LAMP foi utilizada a curva de 

diluição seriada de DNA genômico de T. cruzi descrita no item 7.7.  A sensibilidade analítica 

foi definida pela amplificação da menor diluição do DNA alvo. 

Para avaliação da especificidade analítica dos sistemas foi utilizado 1 ng de DNA de alguns 

microorganismos pertinentes ao estudo como Leishmania braziliensis, Leishmania infantum, 

Sporothrix brasiliensis, Mycobacterium tuberculosis e Schistosoma mansoni. A especificidade 

do sistema foi atestada pela observação da amplificação apenas no tubo contendo o DNA de 

Trypanosoma cruzi. 

 

7.8.5 Aplicação do sistema de LAMP convencional nas amostras de indivíduos expostos ao 

surto agudo de doença de Chagas em Ibimirim/PE 

 

O sistema de LAMP convencional otimizado foi aplicado para o diagnóstico da doença de 

Chagas em amostras de indivíduos expostos ao surto agudo ocorrido em Ibimirim/PE.  

Foram realizadas análises comparativas entre os resultados obtidos pelo diagnóstico 

através do sistema de LAMP e os obtidos no diagnóstico padrão-ouro (parasitológico e 

sorológico) e através do sistema de qPCR (TcSAT-IAM). Durante as análises foram 

determinados parâmetro como: sensibilidade, especificidade, valores preditivos, acurácia e 

indicador de Kappa (k). 

 

7.8.6 Análise comparativa dos custos das técnicas de LAMP convencional e qPCR 

 

 Os custos para realização das reações de LAMP convencional e qPCR foram estimados a 

partir do cálculo do valor dos reagentes utilizados para cada reação, levando em consideração 
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a cotação realizada em maio de 2021. Foram considerados separadamente os custos com os 

equipamentos necessários para realização de cada uma das técnicas. 

 

7.8.7 Desenvolvimento de um kit diagnóstico baseado em LAMP 

 

Para o desenvolvimento do kit baseado em LAMP para o diagnóstico da doença de Chagas 

foram adicionados em um tubo eppendorf de 1,5 ml os seguintes reagentes: isothermal buffer, 

betaína, sulfeto de magnésio, dNTP mix, primers (externos, internos e do loop), enzima Bst 2.0 

WarmStart DNA Polymerase e água ultrapura. Em seguida, o mix foi armazenado na geladeira 

a 8,5 Cº.  

Também foram adicionados 2 μl do corante Sybr Green I na interface interna da tampa de 

microtubos e em seguida, estes foram colocados em uma estufa a 60 Cº para secagem e fixação 

do corante. Os microtubos foram armazenados na geladeira juntamente com o mix de reagentes 

até o momento da utilização. 

O kit protótipo é composto por um mix de reagentes, um conjunto de microtubos contendo 

o corante Sybr Green I fixado na interface interna da tampa do tubo, além do controle positivo 

de reação (1ng de DNA de T. cruzi) (Figura 8), mantidos em geladeira sem a necessidade de 

congelamento. 

 

Figura 8 – Desenho esquemático do kit protótipo de LAMP para o diagnóstico da 

doença de Chagas 

 
Fonte: A autora. 
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Para utilização do kit, 23,2 μl do mix de reagentes deverá ser transferido para um microtubo 

juntamente com 2μl de DNA da amostra biológica, sendo posteriormente adicionado em um 

termociclador ou banho-maria a 65 C° por 60 minutos. Após este intervalo de tempo, deverá 

ser realizada a inversão do microtubo para que o corante entre em contato com a solução e seja 

possível observar o resultado da reação a olho nu. As amostras que apresentarem coloração 

verde serão consideradas positivas, enquanto as que apresentarem coloração laranja serão 

consideradas negativas. Os resultados deverão ser comparados aos controles positivo e negativo 

de reação. 

O kit foi avaliado mensalmente quanto a estabilidade dos reagentes mantidos no mix em 

geladeira por dois meses. Foram realizadas reações de LAMP com 1ng, 10pg, 100fg e 10fg de 

DNA de T. cruzi. 

 

7.9 Análise estatística 

 

Os resultados foram analisados através de uma tabela de dupla entrada relacionando o 

diagnóstico padrão da doença e o resultado do teste em avaliação (FERREIRA; ÁVILA, 2001) 

(Quadro 3).  

 

Quadro 3 - Combinação binária entre os resultados prováveis obtidos em um determinado 

teste e o diagnóstico verdadeiro da doença 

Teste 
Doença – Diagnóstico verdadeiro 

Presente Ausente 

Positivo 
Verdadeiros positivos 

 A 

Falsos positivos 

 B 

Negativo 
Falsos negativos 

 C 

Verdadeiros negativos 

 D 

Fonte: Ferreira e Ávila (2001). 

 

Para a análise estatística foi utilizado o programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007), onde 

foram determinados o indicador de Kappa (k) e o valor de p. Os resultados foram classificados 

segundo a interpretação sugerida por Landis e Koch (1977), considerando: k < 0.0 

(concordância insignificante), k= 0.0-0.20 (concordância ruim), k= 0.21-0.40 (concordância 

razoável), k= 0.41-0.60 (concordância moderada), k= 0.61-0.80 (forte concordância) e k= 0.81-

1.00 (ótima concordância).  
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A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e 

acurácia do teste foram calculados com o auxílio de uma calculadora estatística online 

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

 

7.10 Considerações éticas 

 

O presente trabalho utilizou amostras do Biorrepositório do Serviço de Referência em 

Doença de Chagas, sob responsabilidade da coordenação do SRDC. A pesquisa foi aprovada 

pelo Comitê de Ética e Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Instituto Aggeu Magalhães – 

Fiocruz Pernambuco, com CAAE: 07178819.8.0000.5190 (Anexo A).  

https://www.openepi.com/DiagnosticTest/DiagnosticTest.htm
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8 RESULTADOS  

 

Nesta seção foram apresentados os resultados obtidos no presente estudo. 

 

8.1 Otimização do sistema de LAMP convencional para o diagnóstico da doença de 

Chagas 

 

O sistema de LAMP utilizando os primers descritos por Thekisoe et al. (2010) não 

apresentou reprodutibilidade durante os ensaios preliminares, mesmo após modificações nas 

condições de reação (temperatura, tempo de reação, concentração de betaína, adição dos 

primers do loop e substituição da enzima Bst 3.0 DNA Polymerase pela Bst 2.0 WarmStart 

DNA Polymerase), havendo amplificação constante do controle negativo de reação. 

Para avaliar a possibilidade de contaminação cruzada com DNA de Leishmania infantum, 

patógeno de estudo do mesmo laboratório de pesquisa, foi realizada uma PCR convencional 

utilizando os primers externos de Thekisoe et al. Através da eletroforese dos produtos da PCR 

foi possível observar amplificação de DNA de L. infantum e de T. cruzi (Figura 9). Devido à 

falta de especificidade, o sistema de Thekisoe et al. foi excluído da pesquisa e não prosseguiu 

para as etapas seguintes.  

 

Figura 9 – PCR convencional utilizando os primers externos de Thekisoe et al. (2010) 

 

Fonte: A autora. 

Legenda: Eletroforese dos produtos de PCR convencional 

utilizando os primers externos de Thekisoe et al. (2010). 

M – Marcador molecular (100pb); 1- 1ng de DNA de L. 

infantum; 2- 1ng de DNA de L. infantum; 3- 1ng de DNA 

de T. cruzi; 4- 1ng de DNA de T. cruzi; 5- Controle 

negativo (mix de reagentes sem DNA); 6- Controle 

negativo (mix de reagentes sem DNA). 
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Já o sistema de LAMP utilizando os primers de Ordóñez et al. (2020) apresentou 

reprodutibilidade durante os ensaios e os melhores resultados foram observados com as 

seguintes condições de reação: 1x Isothermal buffer, 0,8mM de MgSO4, 1M de betaína, 2,5mM 

de dNTP mix, 5 pmols de cada primer F3 e B3, 40 pmols de cada primer FIP e BIP, 5 pmols 

de cada primer LF e LB, 8U da enzima Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase, temperatura de 

65 C° e tempo de reação de 60 minutos. Houve amplificação de DNA de T. cruzi nas três 

concentrações avaliadas (10pg, 1pg e 100fg) (Figura 10). 

 

Figura 10 - Resultado da reação de LAMP utilizando os primers de Ordóñez et al. 

(2020) 

  

Fonte: A autora. 

Legenda: A- Detecção visual do resultado da reação de LAMP utilizando o corante 

Sybr Green I (iluminação natural); B – Eletroforese em gel de agarose dos produtos de 

LAMP. M – Marcador molecular (100pb); 1- 10 pg de DNA de T. cruzi; 2- 1 pg de 

DNA de T. cruzi; 3-100 fg de DNA de T. cruzi; CN - Controle negativo (mix de 

reagentes sem DNA). 

 

8.2 Sensibilidade analítica do sistema de LAMP convencional 

 

Após otimizado, o sistema de LAMP convencional foi avaliado quanto a sensibilidade 

analítica. O sistema apresentou um limite de detecção visual de 10 fg, contudo através da 

eletroforese em gel de agarose foi possível observar uma pequena amplificação de DNA até 

100 ag (Figura 11). 
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Figura 11 – Resultado do teste de sensibilidade analítica do sistema de LAMP convencional 

 

Fonte: A autora. 

Legenda: A- Detecção visual do resultado da reação de LAMP utilizando o 

corante Sybr Green I (iluminação natural); B- Detecção visual do resultado da 

reação de LAMP utilizando o corante Sybr Green I (luz ultravioleta); C- 

Eletroforese em gel de agarose dos produtos de LAMP. M – Marcador molecular 

(100pb); 1- 1 ng; 2- 100 pg; 3- 10 pg; 4- 1 pg; 5- 100 fg; 6- 10 fg; 7- 1 fg; 8- 100 

ag; 9- 10 ag; CN- Controle negativo (mix de reagentes sem DNA). 

 

8.3 Especificidade analítica do sistema de LAMP convencional 

 

O sistema de LAMP convencional se mostrou específico para o alvo (Trypanosoma cruzi), 

não apresentando amplificação de DNA de nenhum outro microrganismo avaliado (Leishmania 

infantum, Leishmania braziliensis, Sporothrix brasiliensis, Mycobacterium tuberculosis e 

Schistosoma mansoni) (Figura 12). 
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Figura 12 – Resultado do teste de especificidade analítica do sistema de LAMP 

convencional 

 

Fonte: A autora. 

Legenda: A- Detecção visual do resultado da reação de LAMP 

utilizando o corante Sybr Green I (iluminação natural); B- Detecção 

visual do resultado da reação de LAMP utilizando o corante Sybr Green 

I (luz ultravioleta); C- Eletroforese em gel de agarose dos produtos de 

LAMP. M – Marcador molecular (100pb); 1- 1 ng de DNA de T. cruzi; 

2- 1 ng de DNA de Leishmania infantum; 3- 1 ng de DNA de 

Leishmania braziliensis; 4- 1 ng de DNA de Sporothrix brasiliensis; 5- 

1 ng de DNA de Mycobacterium tuberculosis; 6-1 ng de DNA de 

Schistosoma mansoni; CN- Controle negativo (mix de reagentes sem 

DNA). 

 

8.4 Otimização do sistema de LAMP em tempo real para o diagnóstico da doença de 

Chagas 

 

O sistema de LAMP em tempo real amplificou o DNA de T. cruzi (1ng) utilizado durante 

os experimentos preliminares. Na avaliação da sensibilidade analítica, o sistema apresentou um 

limite de detecção de 10 fg (Figura 13). 
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Figura 13 – Resultado do LAMP em tempo real utilizando a curva de diluição seriada de 

DNA de T. cruzi 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: Linha vermelha – 1 ng de DNA de T. cruzi; Linha amarela – 100 pg de DNA de T. cruzi; Linha azul 

escuro – 10 pg de DNA de T. cruzi; Linha roxa – 1 pg de DNA de T. cruzi; Linha rosa – 100 fg de DNA de T. 

cruzi; Linha azul claro – 10 fg de DNA de T. cruzi; Linha lilás – CN Controle negativo (mix de reagentes sem 

DNA). 

 

8.5 Aplicação do sistema de LAMP convencional nas amostras de indivíduos expostos ao 

surto agudo de doença de Chagas em Ibimirim/PE 

 

Após padronização das condições de reação, o sistema de LAMP convencional foi aplicado 

nas 77 amostras de indivíduos expostos ao surto agudo de doença de Chagas ocorrido em 

Ibimimim/PE. Das 77 amostras, 19 foram consideradas positivas e 58 foram consideradas 

negativas para a doença de Chagas (Figura 14).  
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Figura 14 – Resultado do LAMP convencional aplicado nas amostras biológicas 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: A- Detecção visual do resultado da reação de LAMP utilizando 

o corante Sybr Green I (iluminação natural em fundo branco); B- Detecção 

visual do resultado da reação de LAMP utilizando o corante Sybr Green I 

(iluminação natural em fundo preto); C- Visualização do resultado da 

reação de LAMP através do equipamento iBright FL1500 (Invitrogen); D- 

Detecção visual do resultado da reação de LAMP utilizando o corante Sybr 

Green I (luz ultravioleta); C- Eletroforese em gel de agarose dos produtos 

de LAMP. M- Marcador molecular (100pb); Amostras 24 a 33; CP- 

Controle positivo (1ng de DNA de T.cruzi); CN- Controle negativo (mix 

de reagentes sem DNA). 
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8.6 Análise comparativa entre os resultados obtidos pelo sistema de LAMP e os critérios 

estabelecidos pela Secretaria Estadual de Saúde do Estado de Pernambuco para 

diagnóstico dos casos 

 

Uma análise comparativa foi realizada relacionando o diagnóstico segundo os critérios da 

SES/PE e os resultados obtidos pelo sistema de LAMP (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Análise comparativa entre os resultados pelo sistema de LAMP e os critérios 

diagnósticos considerados pela SES/PE para definição dos casos 

 

LAMP 

Critérios clínico-epidemiológico e 

laboratorial SES/PE 

 

Positivo Negativo  
Positivo 13 6 19 

Negativo 25 33 58 

Total 38 39 77 

Kappa 0.1895   
Valor de p 0.0277   

Fonte: A autora. 

 

Considerando as amostras de 38 pacientes classificados como casos pela SES/PE, de 

acordo com critérios clínico-epidemiológico e laboratorial, a sensibilidade do sistema LAMP 

foi de 34.21%, com intervalo de confiança (IC) inferior 21,21 e superior 50,11 e a especificidade 

foi de 84,62% (IC inferior 70,27 e superior 92,75); valores preditivos positivo e negativo de 

68,42% e 56,9%, respectivamente; acurácia de 59,74% e concordância considerada ruim, 

segundo Landis e Koch (1977). 

Também foi realizada uma análise comparativa considerando apenas os 28 pacientes 

classificados pela SES/PE de acordo com o critério laboratorial em relação ao diagnóstico pelo 

sistema de LAMP (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Análise comparativa entre os resultados do sistema de LAMP e os casos definidos 

pela Secretaria Estadual de Saúde do Estado de Pernambuco pelo critério laboratorial 

 

LAMP 

Critério laboratorial SES/PE  

Positivo Negativo  

Positivo 11 8 19 

Negativo 17 41 58 
Total 28 49 77 
Kappa 0.2466   

Valor de p 0.0123   
Fonte: A autora. 

 

A sensibilidade do sistema LAMP em relação aos casos definidos apenas pelo critério 

laboratorial foi de 39,29% (IC inferior 23,57 e superior 57,59) e a especificidade foi de 83,67% 

(IC inferior 70,96 e superior 91,49); valores preditivos positivo e negativo de 57,89% e 70,69%, 

respectivamente; acurácia de 67,53% e concordância considerada razoável, segundo Landis e 

Koch (1977). 

Destes 28 pacientes, 11 foram positivos pelo sistema de LAMP, concordando com os 

resultados dos testes parasitológicos diretos e/ou sorológico. 

Quando considerados apenas os resultados das amostras coletadas até 3 dias após 

implementação do tratamento etiológico para doença de Chagas (n=14) (Tabela 3), 11 

apresentaram resultados concordantes com os obtidos pelo diagnóstico através do sistema de 

LAMP. 

 

Tabela 3 – Pacientes considerados casos pela SES/PE de acordo com critério laboratorial 

tratados até 3 dias 

 (Continua) 

Paciente Carga parasitária 

(fg/µL) – Momento 0 

Tempo de 

tratamento 

(dias) 

2 8,32 fg 0 

3 99,5 fg 2 

5 14.346,68 fg 1 

6 20,5 fg 2 

7 2.975,95 fg 2 
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Tabela 3 – Pacientes considerados casos pela SES/PE de acordo com critério laboratorial 

tratados até 3 dias 

 (Continuação) 

Paciente Carga parasitária 

(fg/µL) – Momento 0 

Tempo de 

tratamento 

(dias) 

9 1.297,16 fg 2 

10 151,55 fg 3 

16 6.033,75 fg 3 

17 4.716,02 fg 2 

18 2.926,35 fg 0 

21 7.475,6 fg 1 

24 281,46 fg 2 

30 2.214,47 fg 3 

34 3.381,64 fg 0 

Fonte: A autora. 

 

Considerando os 10 casos classificados pelo critério clínico-epidemiológico, todos os que 

foram submetidos aos testes sorológicos e/ou parasitológicos apresentaram resultados 

negativos. Entretanto, quando submetidos ao diagnóstico pelo sistema de LAMP, 2 foram 

positivos e 8 foram negativos para detecção de DNA de T. cruzi.  

 

8.7 Análise comparativa entre o sistema de LAMP e o diagnóstico padrão ouro para a 

doença de Chagas 

 

Dentre as amostras de sangue de 77 indivíduos expostos ao surto agudo de doença de 

Chagas, 62 amostras foram submetidas ao diagnóstico pelo sistema de LAMP e ao diagnóstico 

pelos métodos parasitológicos diretos, apresentando resultados concordantes em 41 amostras 

(66,12%) (Tabela 4). 
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Tabela 4 – Análise comparativa entre os resultados do sistema de LAMP e o diagnóstico 

parasitológico para a doença de Chagas 

 

LAMP 

Diagnóstico parasitológico  

Positivo Negativo  

Positivo 10 8 18 

Negativo 13 31 44 

Total 23 39 62 

Kappa 0.2404   

Valor de p 0.0271   
Fonte: A autora. 

 

Entre os mesmos 77 indivíduos, 72 amostras foram submetidas ao diagnóstico pelo sistema 

de LAMP e ao diagnóstico sorológico pelo teste imunoenzimático (ELISA), apresentando 

resultados concordantes em 50 amostras (69,44%) (Tabela 5). 

 

Tabela 5 – Análise comparativa entre os resultados do sistema de LAMP e o diagnóstico 

sorológico para a doença de Chagas  

 

LAMP 

Diagnóstico sorológico  

Positivo Negativo  

Positivo 11 8 19 

Negativo 14 39 53 

Total 25 47 72 

Kappa 0.2858   

Valor de p 0.0067   
Fonte: A autora. 

 

Em relação do diagnóstico parasitológico, o sistema de LAMP apresentou 43,48% de 

sensibilidade (IC inferior 25,63 e superior 63,19) e 79,49% de especificidade (IC inferior 64,47e 

superior 89,22). A acurácia foi de 66,13%, com valores preditivos positivo e negativo de 

55,56% e 70,45%, respectivamente. A concordância foi considerada razoável, segundo Landis 

e Koch (1977).  

Em relação do diagnóstico sorológico, o sistema de LAMP apresentou 44% de 

sensibilidade (IC inferior 26,67 e superior 62,93) e 82,98% de especificidade (IC inferior 69,86 

e superior 91,11). A acurácia foi de 69,44%, com valores preditivos positivo e negativo de 

57,89% e 73,58%, respectivamente. A concordância foi considerada razoável, segundo Landis 

e Koch (1977).  
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8.8 Análise comparativa entre o sistema de LAMP e o sistema de qPCR (TcSAT-IAM) 

para o diagnóstico da doença de Chagas 

 

As amostras de sangue de todos os indivíduos expostos ao surto agudo de doença de Chagas 

(n=77) foram submetidas ao diagnóstico pelo sistema de LAMP e pelo sistema de qPCR 

(TcSAT-IAM). Destas, 63 amostras (81,81%) apresentaram resultados concordantes entre os 

dois sistemas, sendo  14 positivas e 19 negativas. Cinco amostras obtiveram resultado positivo 

para detecção do DNA de T. cruzi apenas pelo sistema de LAMP, enquanto nove amostras 

obtiveram resultado positivo apenas para o sistema de qPCR (TcSAT-IAM) (Tabela 6). 

 

Tabela 6 – Análise comparativa entre os resultados do sistema de LAMP e o sistema de qPCR 

(TcSAT-IAM) para o diagnóstico da doença de Chagas 

 

LAMP 

TcSAT-IAM  

Positivo Negativo  

Positivo 14 5 19 

Negativo 9 49 58 

Total 23 54 77 

Kappa 0.5432   

Valor de p < 0.0001   
Fonte: A autora. 

 

A sensibilidade do sistema LAMP em relação ao sistema TcSAT-IAM foi de 60,87% (IC 

inferior 40,79 e superior 77,84) e a especificidade foi de 90,74% (IC inferior 80,09 e superior 

95,98); valores preditivos positivo e negativo de 73,68% e 84,48%, respectivamente; acurácia 

de 81,82% e concordância considerada moderada, segundo Landis e Koch (1977). 

 

8.9 Análise comparativa dos custos das técnicas de LAMP e qPCR. 

 

O custo total por reação de LAMP foi de R$2,91, já para a qPCR foi em torno de R$17,56, 

levando em consideração a cotação de maio de 2021 (Tabela 7). 
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Tabela 7 – Análise comparativa dos custos por reação de LAMP em relação a qPCR 

LAMP convencional qPCR 

Reagentes Custo por 

reação (R$) 

Reagentes Custo por 

reação (R$) 

Bst 2.0 WarmsStart 

DNA Polymerase  

R$0,60 SYBR® Green 

Master Mix 

R$17,46 

Primers R$0,20 Primers R$0,10 

Isothermal 

Amplification Buffer  

R$0,08 - - 

Sulfato de magnésio R$0,005 - - 

Betaína R$0,02 - - 

dNTP R$1,77 - - 

SYBR® Green I R$0,24 - - 

Custo total  R$2,91 Custo total R$17,56 

Fonte: A autora. 

 

É importante salientar que o preço por reação de LAMP para o sistema utilizado no presente 

estudo foi ainda maior que o habitual, devido à necessidade do dobro de dNTP utilizado 

normalmente em reações de LAMP. 

Considerando os custos com equipamentos, para o LAMP é necessário apenas um aparelho 

aquecedor, como por exemplo um termobloco, com custo médio de R$3.000, enquanto para 

realização da qPCR é necessário um termociclador para PCR em tempo real com custo entre 

R$30.000 e R$50.000, além de um computador para análise dos dados. 

 

8.10 Desenvolvimento de um kit baseado em LAMP para o diagnóstico da doença de 

Chagas 

 

No primeiro ensaio após um mês de armazenamento do mix de reação em geladeira foi 

verificado que os reagentes se mantiveram estáveis, havendo amplificação de DNA de T. cruzi 

nas quatro concentrações avaliadas (1ng, 10pg, 100fg e 10fg) (Figura 15). 
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Figura 15 – Resultado do primeiro teste de desenvolvimento do kit baseado em LAMP para o 

diagnóstico da doença de Chagas 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: A- Detecção visual do resultado da reação de LAMP utilizando o corante Sybr Green I 

(iluminação natural); B- Eletroforese em gel de agarose dos produtos de LAMP. M- Marcador molecular 

(100pb); 1- 1 ng; 2-10 pg; 3-100 fg; 4-10 fg; CN- Controle negativo (mix de reagentes sem DNA). 

 

No segundo ensaio após dois meses de armazenamento do mix de reação em geladeira 

também foi verificada a amplificação de DNA de T. cruzi nas quatro concentrações avaliadas 

(1ng, 10pg, 100fg e 10fg) (Figura 16). 

 

Figura 16 – Resultado do segundo teste de desenvolvimento do kit baseado em LAMP para o 

diagnóstico da doença de Chagas 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: A- Detecção visual do resultado da reação de LAMP utilizando o corante Sybr Green I (iluminação 

natural); B- Eletroforese em gel de agarose dos produtos de LAMP. M- Marcador molecular (100pb); 1- 1 ng; 2-

10 pg; 3-100 fg; 4-10 fg; CN- Controle negativo (mix de reagentes sem DNA). 
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9 DISCUSSÃO  

 

No presente estudo desenvolvemos sistemas de LAMP para o diagnóstico de uma das 

doenças mais negligenciadas, a doença de Chagas. A técnica de LAMP possui diversas 

vantagens que a tornam ideal para ser utilizada em países endêmicos para a doença: é de fácil 

execução, possui elevada sensibilidade e que não depende da habilidade do observador 

(diferentemente das técnicas parasitológicas), é altamente específica devido a utilização de 

quatro a seis conjuntos de primers, diminuindo a chance de reações cruzadas (diferentemente 

das técnicas sorológicas), além de ser acessível e necessitar equipamentos simples, sendo uma 

das principais vantagens em relação a outras técnicas moleculares (AVENDAÑO; 

PATARROYO, 2020; DEA-AYUELA et al., 2018; NJIRU, 2012). 

Durante os ensaios iniciais de otimização utilizando o sistema descrito por Thekisoe et al. 

(2010) observamos ausência de reprodutibilidade mesmo após modificações nas condições de 

reação, o que também foi observado por Rivero e colaboradores em testes preliminares 

utilizando estes primers (RIVERO et al., 2017).  

Devido a constante amplificação do controle negativo, a possibilidade de contaminação da 

reação com DNA de Leishmania sp., patógeno de estudo do mesmo laboratório de pesquisa e 

que possui similaridade genética com o Trypanosoma cruzi (GHEDIN et al., 2004) foi 

investigada. Por ser uma técnica altamente sensível, um dos fatores críticos durante os ensaios 

de LAMP é o risco de contaminação com amplicons dispersos no ambiente (TOMITA et al., 

2008).  

Desta forma, ensaios de PCR convencional utilizando os primers externos desenvolvidos 

por Thekisoe et al. (2010) foram realizados. Como estes primers apresentam como alvo a região 

18S rRNA, região conservada entre os tripanossomatídeos, é possível que ocorra amplificação 

de DNA de espécies de Leishmania sp. (HERNANDEZ et al.,1993; ULIANA et al.,1991), o 

que foi confirmado no presente estudo.  

A amplificação simultânea de DNA de Leishmania sp e de T. cruzi utilizando primers de 

LAMP que possuem como alvo o gene 18S rRNA também foi relatada por Rivero et al. (2017) 

utilizando os primers desenvolvidos por Mikita (2014), corroborando com os nossos achados.  

Em locais endêmicos para doença de Chagas e Leishmaniose, como em Pernambuco 

(Brasil), esse sistema não deve ser usado como método diagnóstico, podendo apresentar 

resultados falso positivos. Isto demonstra a importância de testes de avaliação da especificidade 

durante o desenvolvimento de métodos diagnósticos. 
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Devido a estes fatores o sistema de Thekisoe et al. (2010) foi excluído da pesquisa e a 

otimização do sistema de LAMP prosseguiu utilizando os primers descritos por Ordóñez et al. 

(2020). Estes primers possuem como alvo uma sequência de DNA satélite repetitiva em 

tandem, garantindo uma maior sensibilidade devido ao maior número de cópias quando 

comparado ao 18S rRNA, além de ser mais específico para o alvo (GONZALEZ et al.,1984; 

REQUENA et al.,1992). 

Durante o processo de otimização, modificações no tempo de reação e nas concentrações 

de dNTP e MgSO4 foram avaliadas. Contudo os melhores resultados foram observados 

mantendo o protocolo descrito no artigo de referência (ORDÓÑEZ et al., 2020). Durante os 

ensaios foi utilizada a enzima Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase que possui maior 

estabilidade durante a preparação do mix de reação em temperatura ambiente, devido a presença 

de um aptâmero de ligação reversível que inibe sua atividade em temperaturas abaixo de 45 Cº 

(POOLE et al., 2012). Essa característica pode representar uma importante vantagem na 

utilização em kits diagnósticos.  

A sensibilidade do sistema de LAMP convencional otimizado foi de 10 fg, utilizando a 

cepa de referência de T. cruzi (Cepa Y). O limite de detecção observado por Órdoñez et al. 

(2020) para as cepas CL Brener e Dm28 foi de 5fg e 50fg, respectivamente. Besuschio e 

colaboradores também desenvolveram primers tendo como alvo uma sequência de DNA 

satélite repetitivo, obtendo a sensibilidade de 0,01fg para as cepas TcI e TcVI (BESUSCHIO 

et al., 2017). Além das diferentes condições de reação, uma possível explicação para as 

diferenças de sensibilidade analítica entre os sistemas são as variações moleculares entre as 

cepas utilizadas, como o tamanho do genoma e o conteúdo de sequências repetitivas (SOUZA 

et al.,2011). 

Em relação a especificidade analítica, Ordóñez et al. (2020) utilizaram DNA de diversos 

parasitas, incluindo Leishmania infantum e Leishmania donovani, não havendo amplificação 

de DNA de nenhum deles. Estes resultados corroboram com os nossos achados, demonstrando 

que o sistema desenvolvido pode ser utilizado em locais endêmicos para Leishmaniose e para 

Doença de Chagas. Além disso, não houve amplificação de outros patógenos como S. mansoni, 

M. tuberculosis e S. brasiliensis. 

No presente estudo também foi desenvolvido um sistema de LAMP em tempo real para o 

diagnóstico da doença de Chagas. Durante os ensaios foi utilizado o corante Syto 9 em 

substituição ao Sybr Green I, pois ele não interfere no processo de amplificação do DNA 
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podendo ser utilizado para acompanhamento da reação em tempo real (OSCORBIN et al., 2016; 

QUYEN et al., 2019). A sensibilidade analítica do sistema de LAMP em tempo real foi de 10fg, 

em concordância com a sensibilidade observada para o sistema de LAMP convencional.  

O sistema de LAMP em tempo real representa mais uma alternativa para utilização em 

locais que já possuam infraestrutura e equipamentos necessários, pois seu custo por reação é 

menor em relação ao LAMP convencional devido a diferença de valor entre o Syto 9 (R$0,018) 

e o Sybr Green I (R$0,24). Além disso, a utilização do Syto 9 reduz a chance de contaminação 

da reação por ser aplicado antes do processo de amplificação, diferentemente do Sybr Green I. 

O sistema de LAMP convencional foi aplicado em amostras de indivíduos envolvidos em 

um surto agudo de transmissão oral ocorrido em Pernambuco. Este foi o primeiro surto agudo 

ocorrido no estado e considerado o maior do país. Outros casos semelhantes foram relatados 

em Santa Catarina, Paraíba, Amapá, Bahia, Pará, entre outros estados, demonstrando a 

crescente preocupação com a ocorrência de casos de transmissão oral no Brasil (BOLETIM 

EPIDEMIOLÓGICO DA SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2015; COURA, 

2015; NÓBREGA et al., 2009). 

Dos 28 casos considerados pela SES/PE através do critério laboratorial (diagnóstico 

parasitológico e/ou sorológico positivo), 14 amostras foram obtidas até 3 dias de início do 

tratamento, destas, 11 foram consideradas positivas pelo sistema de LAMP. Nas 14 amostras 

restantes não foi possível detectar o DNA de T. cruzi através do sistema de LAMP, como 

também pelo sistema de qPCR, pois estas foram obtidas de 7 a 31 dias após o início do 

tratamento. O tratamento tripanocida na fase aguda possui uma elevada eficácia, reduzindo 

significativamente a carga parasitária (BRITTO, 2009; OLIVEIRA et al., 2008), portanto, é de 

extrema importância para o diagnóstico molecular que a coleta das amostras seja realizada antes 

do início da terapia anti-parasitária. 

Neste estudo, 2 amostras classificadas pelo critério clínico-epidemiológico pela SES/PE 

obtiveram resultados negativos pelo diagnóstico parasitológico e sorológico, contudo, 

apresentaram resultado positivo pelo sistema de LAMP em concordância com a presença de 

manifestações clínicas nos pacientes. Isto pode ser explicado devido a elevada sensibilidade das 

técnicas moleculares na detecção de DNA de T. cruzi (ALONSO-PADILLA et al.,2017; 

SCHIJMAN, 2018). 

Além disso, dos 39 indivíduos negativos pelos critérios de classificação da SES/PE, ou 

seja, assintomáticos e negativos pelo diagnóstico parasitológico e sorológico, 6 apresentaram 
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positividade pelo sistema de LAMP. Duas dessas amostras apresentaram resultados 

concordantes com o diagnóstico pelo sistema de qPCR, enquanto quatro foram positivas apenas 

pelo sistema de LAMP.  

Comparando os resultados apenas do diagnóstico parasitológico em relação ao diagnóstico 

pelo sistema de LAMP, foi observada que das 23 amostras positivas pelas técnicas 

parasitológicas, 10 foram positivas pelo LAMP, em concordância com o diagnóstico pelo 

sistema TcSAT-IAM, enquanto 13 amostras foram negativas pelo LAMP. Contudo, 10 destas 

já haviam sido coletadas após 13 a 29 dias de tratamento e 2 amostras apresentavam carga 

parasitária abaixo de 150fg.  

Semelhantemente, das 25 amostras positivas pelas técnicas sorológicas, 11 foram positivas 

pelo LAMP, em concordância com o diagnóstico pelo sistema TcSAT-IAM, enquanto 14 

amostras foram negativas pelo LAMP. Contudo, 12 destas já haviam sido coletadas de 7 a 29 

dias após o tratamento e 1 amostra apresentou carga parasitária abaixo de 150fg.  

Uma amostra apresentou resultado discordante, sendo positiva para o diagnóstico 

parasitológico, sorológico e pela qPCR, coletada com 3 dias de tratamento e com elevada carga 

parasitária (2.214,47 fg), porém apresentou resultado negativo no LAMP. Para avaliar a 

possibilidade de um erro técnico durante o ensaio de LAMP para esta amostra, repetimos o 

experimento duas vezes, mas os resultados se mantiveram negativos. Uma provável explicação 

para este resultado seria a possibilidade de degradação de DNA devido ao tempo de 

armazenamento da amostra. 

Os resultados obtidos no presente estudo reforçam a importância da coleta prévia da 

amostra, em relação ao início do tratamento, para que seja possível garantir uma maior 

confiabilidade dos resultados. Além disso, é importante salientar que as amostras do presente 

estudo estavam armazenadas a cerca de dois anos antes da sua utilização nos ensaios de LAMP, 

e fatores como o tempo de armazenamento ou manipulação de maneira indevida poderiam 

afetar consideravelmente os resultados, devido a possível degradação do material genético 

(MELO et al.,2010).  

O sistema TcSAT-IAM foi utilizado no diagnóstico molecular das amostras no momento 

da ocorrência do surto e considerado decisivo para implementação/suspensão do tratamento, 

tornando-se um sistema validado e por isto também foi considerado como teste padrão para 

análises comparativas com o sistema de LAMP.  
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Das 77 amostras submetidas ao diagnóstico pelos dois sistemas, 63 (81,81%) apresentaram 

resultados concordantes. Cinco amostras foram positivas apenas pelo sistema de LAMP, mas 

foram negativas tanto pelo sistema TcSAT-IAM como para os testes parasitológico e 

sorológico. Neste caso, não pode ser descartada a possibilidade de resultados falso-positivos 

devido a chance de contaminação. Nove amostras obtiveram resultados positivos apenas para 

o sistema TcSAT-IAM, apresentando carga parasitária abaixo de 150fg ou coletadas com mais 

de 8 dias do início do tratamento. 

Considerando todos estes resultados, o sistema de LAMP apresentou uma concordância 

considerada moderada em relação ao TcSAT-IAM, segundo Landis e Koch (1977), com 

sensibilidade, especificidade e acurácia de 60,87%, 90,74% e 81,82%, respectivamente. 

Avendaño e Patarroyo (2020) relataram a necessidade da busca por novas ferramentas que 

possam garantir um diagnóstico precoce da doença de Chagas, enfatizando as principais 

limitações das técnicas parasitológicas e sorológicas e demonstrando a relevância das técnicas 

de amplificação de ácidos nucléicos para este fim. Uma importante alternativa seria a utilização 

de um “padrão-ouro composto”, ou seja, o uso das técnicas já preconizadas em conjunto com 

técnicas moleculares, com o objetivo de aumentar a confiabilidade dos resultados.  

A técnica de LAMP poderia ser utilizada neste caso, pois demostrou uma boa concordância 

com a qPCR, sendo mais facilmente aplicada em locais de recursos limitados, uma vez que o 

custo para sua realização foi aproximadamente seis vezes menor em relação a qPCR. Além 

disso, a técnica de LAMP pode ser realizada apenas com um banho-maria, diferente da qPCR 

que necessita de um laboratório bem equipado com no mínimo um termociclador em tempo 

real, além de um computador para análise dos dados (GONÇALVES et al., 2014). 

Para garantir uma maior aplicabilidade do sistema de LAMP na rotina laboratorial, 

iniciamos o desenvolvimento de um kit protótipo baseado em LAMP para o diagnóstico da 

doença de Chagas. Este kit teve como objetivo avaliar a possibilidade de utilização de um mix 

de reagentes em solução aquosa mantidos em geladeira. Além disso, buscamos reduzir uma das 

principais limitações da técnica, o elevado risco de contaminação devido a necessidade da 

abertura do tubo para aplicação do corante de revelação. Para isto, implementamos o corante 

na interface interna da tampa do tubo e garantimos que este não teria contato com a reação até 

o momento da inversão do tubo, para que não houvesse interferência no processo de 

amplificação.  
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Os resultados preliminares foram satisfatórios, pois foi demonstrado que os reagentes se 

mantiveram estáveis no mix de reação durante dois meses, mesmo mantidos em geladeira sem 

haver necessidade de congelamento, sendo uma característica importante para o uso da técnica 

como point-of-care (POC) a estabilidade dos componentes de reação (DEA-AYUELA et al., 

2018). A utilização do corante na tampa do tubo reduziu o risco de contaminação e os resultados 

da reação foram facilmente visualizados a olho nu após a inversão do tubo. Estudos posteriores 

deverão ser realizados para prosseguir com a avaliação do kit diagnóstico. 
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10 CONCLUSÕES 

 

a) O sistema de LAMP convencional se mostrou promissor para o diagnóstico 

complementar de casos agudos suspeitos de doença de Chagas;  

b) A coleta da amostra após o início do tratamento interferiu nos resultados obtidos pelo 

sistema de LAMP, devido a redução da carga parasitária, e por isso recomendamos que 

as amostras direcionadas ao diagnóstico molecular sejam coletadas antes do início do 

tratamento; 

c) Sugerimos que o sistema de LAMP seja utilizado em conjunto com as técnicas já 

preconizadas formando um “padrão ouro composto”; 

d) O sistema de LAMP em tempo real desenvolvido no presente estudo representa mais 

uma alternativa para laboratórios equipados, devido ao maior custo-benefício em 

relação ao sistema de LAMP convencional; 

e) O kit diagnóstico baseado em LAMP demonstrou potencial para ser implementado na 

rotina laboratorial, principalmente em locais de recursos limitados. 
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